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Annotation:

The aim of this work was assemble isolates of Giardia intestinalis from humans and other
mammals. Stools samples were examined for presence of cysts by concentration settling method.
Consequently sequencing of 532 bp parts of the TPI gene after previous amplification by the
nested PCR was performed. In vitro cultures of selected isolates were established using

experimental model hosts, gerbils.
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Cilem prace bylo shromazdit izolaty Giardia intestinalis z lidi a dalSich savct. Vzorky stolic
byly vySetfeny na pfitomnost cyst koncentracni sedimentaéni metodou. Néasledné bylo
sekvenovano 532 bp casti TPI genu po predchozi amplifikaci pomoci nested PCR. Diky

experimentalnimu modelu piskomila byly vybrané izolaty pirevedeny do in vitro kultury.
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1 UvoD

1.1 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis (LAMBL, 1859) ALEXEIEFF, 1914 (syn. Giardia duodenalis (FILICE, 1952),
Giardia lamblia (KUNSTLER, 1882)) je jednobunécny paraziticky organismus, ktery zptisobuje

prijmova onemocnéni u lidi, stejné jako u zvirat (MAYER 1985).

1.1.1 Taxonomie

Giardia intestinalis patfi do celedi Hexamitidae, f4du Diplomonadida (WENYON, 1926;
korigovano BRUGEROLLE, 1975), tiidy Trepomonadea, kmene Metamonada GRASSE, 1952
korigovano CAVALIER-SMITH, 1981 (CAVALIER SMITH, 1993).

Giardia byla prvné popsana vroce 1681 van Leeuwenhoekem, kdyZ mikroskopem
zkoumal vlastni prijmovou stolici. Mikroorganismus byl detailn¢ popsan vroce 1859
Lamblem, ktery parazitického prvoka zatadil do rodu Cercomonas a pojmenoval ho
Giardia ptedpokladalo existenci riznych druhii pro jednotlivé hostitele, ¢imz doslo
k nadhodnoceni poctu existujicich druhtit (ADAM 2001). V roce 1951 Filice vydal studii,
v které navrhoval, Ze by mély byt rozpoznavany pouze tifi morfologicky odlisné druhy: G
duodenalis byla navrzena pro formu vyskytujici se umnoha savci, véetné lidi, primath
a dobytka; G. agilis u obojzivelnikti; G. muris u hlodavcu (FILICE, 1952). Druhy se od sebe
li§i pritomnosti medidlniho téliska. G. infestinalis méa hruskovy tvar a jedno ¢i dvé
transverzalni medialni téliska, ktera maji tvar drapu. G. agilis je dlouhd a §tihl4, jeji medidlni
télisko ma tvar slzy ¢i kapky (FILICE, 1952; FEELY, ERLANDSEN 1985).

U izolath téch druht rodu Giardia, které byly na zakladé¢ morfologickych kritérii
rozliSitelnych svételnym mikroskopem zafazeny pod G. intestinalis, lze pomoci
elektronového mikroskopu odhalit rozdily, které umoznuji popis novych druhii: G psittaci,
ktery cizopasi v malych papouscich (ERLANDSEN, BEMRICK, 1987), a G. ardeae, ktery

parazituje ve volavkach (ERLANDSEN et al. 1990).



Diplomonady byly povazovany za primitivni, kviili nedostatku typickych eukaryotickych
organel, jako jsou mitochondrie, peroxizomy (KULDA, NOHYNKOVA 1996). G. intestinalis je
anaerobni organismus, ktery postrada jakékoli komponenty oxidativni fosforylace. Nicméné
nasledné objeveni mitochondridlnich genti v genomech druht 7. vaginalis a G. intestinalis

vedlo k hypotéze, Ze prvoci, ktefi nemaji mitochondrie je ztratili druhotné¢ (ADAM 2001).

1.1.2 Charakteristika zivotnich stadii

Giardia ma jednoduchy Zivotni cyklus skladajici se z infekEnich cyst a vegetativnich
trofozoitd. Trofozoiti maji tvar hrusky (Obr. 1), méti 12—15 um na délku a 5-9 pm na Sitku.
Cytoskeleton se sklada z medidlniho téliska, Ctyt para bic¢ikt (anteriorni, posteriorni, kaudalni
a ventralni) a ventralniho ptisavného disku (KULDA, NOHYNKOVA 1996). Giardia je zivotné
zavisld na celistvosti komplexniho mikrotubularniho cytoskeletonu (EY et al. 1997).
Trofozoiti kolonizuji tenké stfevo svého hostitele, zejména stfedni laénik. Hibetni ¢ast je
vyklenutd, bfiSni plocha s pfisavnym diskem, kterym se giardie pfichycuji na epitel tenkého
stteva (KULDA 1977). Pro pevné piichyceni k povrchu enterocytti je na ventralni strané bunky
vytvofen z mikrotubulli alamel proteinu giardinu nepéarovy pfisavny disk (KULDA,
NOHYNKOVA 1996). Pfichyceni zavisi na aktivnim metabolismu a je inhibovéano pfi teplotach
nizsich nez 37 °C, pfi zvySenych hladinach obsahu kysliku, ¢i snizenych koncentracich
cysteinu (GILLIN, REINER 1982; GILLIN, DIAMOND 1981). Pohyb bi¢ikli poskytuje nezbytnou
hydrodynamickou silu k ptichyceni adhezivniho disku (HOLBERTON, 1974), samotny pohyb
biciku vSak nesta¢i pro pfichyceni parazita (ADAM, 1991). Adhezivni disk slouzi pouze
k ptichyceni parasita, nikoli k pfijmu potravy. Trofozoiti se zivi tekutinami sttevniho obsahu,
které piijimaji pinocytosou (KULDA 1977). Pii dé€leni bi¢ikovce je neparovy piisavny disk
dezintegrovan a dcetfinné buiiky si ho musi znovu vytvofit. Jako zasobarna mikrotubull pro
tvorbu nového piisavného disku slouzi mediélni télisko (KULDA, NOHYNKOVA 1996).

Trofozoit ma Ctyfi pary biciki, které zacinaji ve dvou sadach (tetradach) bazalnich
télisek. Tetrady byvaji umistény ve stfedu mezi prednimi pély dvou jader vedle sebe podél
bunécné osy. Kazdé bazalni télisko lezi pod bicikem. Medidlni télisko se nachazi ve sttedové
linii v dorzalni pozici vic¢i kaudalnim bicikim a skldda se ze skupiny mikrotubulti (KULDA,
NOHYNKOVA 1996). Medidlni télisko rodu Giardia je uzitecnym znakem pro rozdéleni

ruznych druhti giardii (ADAM 2001).



Druh G. intestinalis ma dv¢ jadra, ktera jsou v konecném stavu identickd a obsahuji stejny
pocet TDNA genli (KABNICK, PEATTIE 1990). Béhem bunécného deleni se jadra lateralné
posunou a nasledné replikuji, coZ ma za nasledek trofozoity se Ctyimi jadry. Trofozoiti se poté
rozdéli podél podélné roviny tak, Ze zachovaji pravo — levou asymetrii (CERVA, NOHYNKOVA
1992; FILICE, 1952). V cytoplasmé se dale nachdzeji lysosomalni vakuoly, ribosomalni
a glykogenni granula. Golgiho komplex lze sledovat u encystujicich se trofozoitti, avSak jeho
pfitomnost nebyla potvrzena u vegetativnich stadii (GILLIN, REINER, MCCAFFERY 1996).
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Obr. 1. Trofozoit Giardia intestinalis (MONIS, CACCIO, THOMPSON 2009)

Infekénim stddiem giardii je cysta (Obr.2), ktera je relativné odolna proti nepfiznivym
podminkdm vnéjSiho prostiedi stejné jako zalude¢ni kyseliné v zaludku infikovaného
hostitele. Cysta je 5-8 um dlouhd, obklopena sténou o tloust’ce 0,3 um, kterd se sklada ze
dvou membran.

K encystaci dochazi poté co organismy prod¢laly déleni jadra, ale jeSté predtim nez dojde
k cytokinézi, proto maji cysty Ctyfi jadra. Pfi déleni trofozoitl a kolonizaci tenkého stfeva
nékteti trofozoiti pokracuji dal do la¢niku, kde se encystuji, poté co jsou vystaveni zluCovym
sekretim. Specifickymi podminkami pro encystaci je lehce zésadit¢ prostiedi (pH 7,8)

a konjugované Zlucové soli plus mastné kyseliny (GILLIN, REINER, BOUCHER 1988). Tento



proces ustane po pfidani cholesterolu, coz naznacuje, ze k encystaci dochazi v disledku

nedostatku cholesterolu (ADAM 2001).
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Obr. 2. Cysta Giardia intestinalis (NOHYNKOVA)

1.1.3 Zivotni cyklus

Infekce hostitelského organismu je vyvolana pozitim cyst v kontaminované potraveé, vodé
¢i fekélngé-oralnim prenosem. V téle hostitelského organismu dochéazi k excystaci poté, co
cysty projdou pres kyselé prostiedi zaludku a jsou vystaveny obsahu tenkého stieva, tim
dochazi k uvolnéni trofozoitl (KULDA, NOHYNKOVA 1996). Tento proces probiha optimalné
pii pH 1,3-2,7 (BINGHAM, MEYER, 1979). Z duodena se trofozoiti postupné §ifi do jejuna, kde
se nepohlavné mnozi, nékdy je nalézame také ve Zlucovodech a zlu¢niku. Encystace — tvorba
stény cysty, tim dochazi k uzavieni trofozoita, coz se odehrava v ileu. Cysty odchazeji ve

stolici z hostitele v nepravidelnych intervalech. IThned po vylouceni je cysta infekéni. (KULDA,

NOHYNKOVA 1996)

1.1.4 RozSireni, hostitelské spektrum

Giardia je nejcastéji izolovany stfevni parazit zptisobujici onemocnéni giardidézu celosvétove
(KULDA, NOHYNKOVA 1996). V rozvojovych zemich propukéd giardidza hlavné v détskych
centrech, kde byvaji podminky napomahajici pfimému osobnimu pfenosu (JIROVEC 1948).
U vétSiny pacientll se giardidoza vyskytuje jako asymptomatickd nékaza. Voda je stéle

oznacovana jako hlavni médium pro ptenos giardidzy (KULDA, NOHYNKOVA 1996). Kal



odpadnich vod mtize byt zdrojem zneciSténi zivotniho prostfedi, obzvlast jestli je kal
vypoustén do vody, kterd je ndsledné pouzita pro piti, relaxaci ¢i zemédélské ucely
(ROBERTSON, HERMANSEN, GIJERDE 2006). U cestovateld byvd giardidoza castéji
symptomatickd (JIROVEC 1948).

Giardiéza je onemocnéni se zoonotickym charakterem (KULDA, NOHYNKOVA 1996).
Giardie byvaji Casto nalezeny u vodnich savcl napi. bobrii, ondater stejné jako u béznych
domacich zvitat. Predpoklada se, ze lidské infekce mohou byt ziskdny od jinych savcich
hostitelli a naopak (BARUCH, ISAAC-RENTON, ADAM 1996). Nejvétsi zoonotické nebezpeci je
u genotypti asambldze A a nejmensi u genotypti asamblaze B. Dokonalejs$i ur¢eni by mohly
poskytnout studie zkoumajici dynamiku pfenosu giardii mezi hostiteli zijicimi ve stejné

geografické oblasti (THOMPSON, HOPKINS, HOMAN 2000).

1.1.5 Patogeneze

Infekéni davka je velmi mald, 10 Zivotaschopnych cyst staci k vyvolani infekce (RENDTORFF,
1954). Inkubacni doba giardidzy je 1-3 tydny po piijmu potravy s cystami (KULDA,
NOHYNKOVA 1996). Hlavnim pfiznakem onemocnéni je nekrvavy prijem s hlenem bez
hnisavé piimési, rizného trvani a intenzity, doprovazeny bolestmi bficha, fihanim, nevolnosti
az ztratou chuti kjidlu (WOLFE 1992). Néakazu provazi porucha Stépeni a vstifebavani
sacharidu, tukti v duodenu, vznika steatorrhea (ptitomnost tukd ve stolici), prijmova stolice
byva svétla a mastna. U malych déti se pti chronickém priitbé¢hu nemoci, mize nédkaza projevit
celkovym strddanim, které je zplsobené malabsorpci tukil, laktézy, vitaminu A
a vitaminu B12 (NoOTIS, 1972; SOLOMONS 1982). Dtlezitym faktorem je jakost potravy. Pfi
prevazné bilkovinné (masité) straveé ustupuji bicikovei do pozadi, naopak ve stravé bohaté na
sacharidy se bi¢ikovci siln¢ rozmnozuji. (KULDA 1977)

Mikroskopické vysSetfeni stolice pro cysty a trofozoity je obvykle prvni diagnostickou
metodou provedenou u pacientli s podezienim na giardiozu. Cysty giardii byvaji nalézany ve
stolici vétsiny pacientll s giardidzou (GOKA et al. 1990). Cysty mohou byt také objeveny

oznac¢enim immunofluorescencni protilatkou (SMITH ef al., 1982).



1.1.6 Lécba

Rada u¢innych chemoterapeutik je dostupna pro lé¢eni giardidzy, véetné atebrinu,
nitroimidazolti metronidazol a tinidazol, furazolidonu (DAVIDSON, 1984). Mechanismus
ucinku metronidazolu na giardie byl velmi dikladné prostudovan. Tato latka vyuziva
anaerobnich metabolickych cest v giardiich. Metronidazol je rychle a zcela absorbovan po
ustnim podani (TRACY, WEBSTER 1996). NejbéznéjSimi vedlejSimi ucinky po 1écbé
metronidazolem byvaji bolesti hlavy, zévraté, zvedani zaludku a kovova chut’ v tstech (LEVI,
DE AVILA, NETO 1977). Metronidazol je mutagenni pro bakterie (ROSENKRANZ, SPECK, 1975)
a ve vysokych davkach po dlouhou dobu je karcinogenni pro mysi (RUSTIA, SHUBIK, 1972).
Atebrin byl poprvé ptedstaven jako antimalarikum v roce 1930, brzy po druhé svétové valce
se stal vyznamnym terapeutikem proti giardiéze s klinickou uc€innosti 90% (HARTMAN,
KYSER, 1941). Furazolidon je <castéji uzivan udéti, protoze atebrin ma vedlejsi
gastrointestinalni ucinky a hotkou chut. Nevyhoda furazolidonu je v jeho niz$i ucinnosti
oproti atebrinu a metronidazolu (DAVIDSON 1984). Jako jediny je dostupny v tekutém stavu,
coz je také divod, pro€ je pouzivan u déti (LERMAN, WALKER 1982).

Triose phosphate isomeraza (TPI) je glykolyticky enzym. Znalost prostorové struktury
a katalytickych vlastnosti proteinii z parazitii by mohly pomoci pifi navrhovani 1ékti proti
parazitim. TPI gen muze byt povazovan za velmi uzite¢ny geneticky znak populacni

genetické struktury G. intestinalis (LU et al. 2002).
1.2 Genotypizace

1.2.1 Asamblaze

Pomoci allozymatické (izoenzymové) analyzy izolath ziskanych zlidi azvifat byly
identifikovany do dvou hlavnich genetickych linii, asambldze A a asambldze B (ANDREWS et
al. 1989). DNA analyzy rozd¢lily asamblaz A podle Nashe na skupinul a II, zatimco
asamblaz B na skupiny III (WEISS, VAN KEULEN, NASH 1992). AsambldaZz A odpovida
»polské™ skupiné popsané Homanem et. al. 1992 a zahrnuje dvé jasné definované vétve:
genetické¢ skupiny I all (Ey, ANDREWS, MAYRHOFER 1993). Asamblaz B odpovida
,oelgické™ skupiné popsané Homanem et. al., 1992 a zahrnuje genetické skupiny III a IV

(ANDREWS, CHILTON, MAYRHOFER 1992). Popis téchto odliSnych linii podporuje hypotézu, Ze



druh G. intestinalis je komplexem druhi (ANDREWS et al., 1989). Molekularni studie ukazaly,
ze G. intestinalis se rozpada na nejméné¢ sedm genotypu (asamblazi) geneticky od sebe tak
vzdéalenych, Ze se nejspiS jednd o samostatné, morfologicky nerozeznatelné druhy
(THOMPSON, HOPKINS, HOMAN 2000). Asamblaz A se sklada zizolatd, které mohou byt
seskupeny do dvou odlisnych skupin. Tyto skupiny maji rizné terminy cluster A-I a A-II
(MONIS et al., 1998). Cluster A-I se skladd ze smési zvitecich a lidskych izolati (Tab. 1).
Velka cast genotypl tykajicich se zoonotického potencidlu nalezi do skupiny cluster A-I.
Cluster A-II se sklada pouze z lidskych izolatli. Asambldz B zahrnuje geneticky riiznorodou
skupinu ptevazné z lidskych izolatd, ale byvaji sem zahrnuty i nékteré zviteci genotypy (EY et
al. 1997). Vétsi genetickd vzdalenost odd€lujici jedince s unikatnimi genotypy naznacuje, Ze
asamblaz B obsahuje diive nalezené geny neZz ty nalezené uasambldze A (THOMPSON,
HoPKINS, HOMAN 2000). Dalsi sekvenc¢ni studie izolath G. intestinalis ze zvitat identifikovaly
dodatec¢né skupiny: asamblaze C a D zahrnujici izolaty ze pst (HOPKINS et al., 1997, 1999;
MOoNIS et al., 1998); asamblaz E zahrnujici izolaty z dobytka (EY et al., 1997); asamblaze F
a G zahrnujici izolaty z kocek a krys, v tomto potadi (MONIS ef al., 1999) (viz Tab. 1).

Tab. 1: Genotypy a hostitelské spektrum uvnitt druhu Giardia intestinalis (doplnéno)

(THOMPSON, HOPKINS, HOMAN 2000).

Genotyp Hostitelské spektrum

Lidé, dobytek, kocky, psi, bobii,
Asamblaz A '

morcata, ondatry, hrabosi

Lidé, opice, outloni, psi, ¢incily, bobfi,
Asamblaz B '

ondatry, krysy, hrabosi,
Asamblaz C Psi, kojoti
Asamblaz D Lamy, skot, kozy, prasata, ovce
Asamblaz E Dobytek
Asamblaz F Kocky, potkani




2 CIiLE PRACE

1. Zpracovat kriticky literarni resersi o tématu

2. Shromazdit izolaty giardii z lidi a z dalSich savcii, vybrané izolaty pievést do in vitro

kultury

3. Sekvenovat 500 bp ¢asti TPI genu s pouZzitim nested PCR

4. Srovnat vysledky s literarnimi tidaji a pfipravit si materidl pro podrobnéjsi analyzy



3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

Na pritomnost cyst giardii byly vySetfovany vzorky stolice lidi poskytnuté Zdravotnim
ustavem se sidlem v Praze, a jedincii po nédvratu z tropti. V priabéhu dvou let bylo ziskano
celkem 400 vzorkl lidské stolice, pficemz 10 z nich pochazelo od studenti Ptirodovédecké
fakulty v Ceskych Budg&jovicich (7 muzi a3 Zeny), ktefi se vratili z Papui Nové Guinei,
dal$ich Sest jsem shromézdila od cestovateld z vychodni Asie.

Déle bylo vySetteno 12 psich vzorki od soukromého chovatele a 56 vzorki z telat ze
soukromé farmy Vrablik.

Vzorky stolice byly pfi nemoznosti okamzitého vySetfeni uchovany v chladicim boxu pii

teplot¢ 4 °C.

3.2 Metody

3.2.1 Koncentracni metoda

M.LF.C.

Sedimenta¢ni metoda pouZzivana k diagnostice parazitii ve stolici.

Pouzité roztoky:
e roztok MIF (500 ml H,O; 50 ml 40% formaldehydu; 400 ml 0,1% roztoku mertiolatu
sodného; 10 ml glycerinu)

e Lugoluv roztok (1 g krystalického jodu; 2 g KJ; 100 ml H,O)



Postup:
1. Vzorek odebrané¢ stolice spolu s5ml MIF alml Lugolova roztoku byl
zhomogenizovan ve zkumavce.
2. Homogeni sm¢s byla ptefiltrovana pres gazovy filtr.
3. K istému extraktu bylo pfidano 6 ml éteru, roztiepano a centrifugovano 2 minuty pii
250 g.
4. Vznikly prstenec byl uvolnén Spejli a supernatant byl slit.

5. Nasledovalo prohlizeni sedimentu usazené¢ho na dné zkumavky.

3.2.2 Molekularni metody

Extrakce DNA ze vzorku trusu

K 180-200 mg trusu bylo pfidano 200 pul ASL pufru a 150 mg sklenénych kuli¢ek o priméru
0,5 mm. Nasledn& bylo provedeno rozbiti cyst v mini-beateru (MINI-BEADBEATER™), coz
je zafizeni umoznujici dokonalé zhomogenizovani biologického materialu po dobu 2 minut
pii maximalni rychlosti (120 s/5 000 kmiti). Nasledujici kroky byly provedeny dle navodu
vyrobce komerec¢né dodavaného izola¢niho kitu QIAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN),
jez je urcen pro CiSténi aizolaci DNA ze vzorki trusu pro nasledujici detekci patogent.
Kromé vySe zminéného ASL pufru jsou soucésti kitu také inhibi¢ni (inhibitEX) tablety,
promyvaci pufry AL, AWI1 a AW2, eluéni pufr AE, proteindza K lyzujici bilkoviny
a QIAamp kolony se sbérnymi zkumavkami. Ziskana DNA byla uchovana pii teploté -20° C.

Polymerazova retézova reakce (nested PCR)
Celkovy objem reakéni smési (viz Tab. 2, 3) pro kazdou PCR byl 25 ul a soucasti kazdé PCR
reakce byla také pozitivni anegativni kontrola. Byly pouzity primery (viz Tab. 4)

amplifikujici ¢ast genu TPI.

Pouzité roztoky:
e 10x koncentrovany kompletni pufr pro Taq purple DNA polymerazu (15 mM MgCl,)
e Taq purple DNA polymerdza (TOP-BIO, 1 U/ul)
e Deoxyribunukleosid trifosfaty (d’'NTP’s; 10 mM roztok — 2,5 kazdé baze)

e Primery (20 pmol/ul)
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Tab. 2: Reak¢ni smés pro primarni PCR

pufr 2,5 ul
d'NTP’s 0,5 ul
primer F1 0,5 ul
primer R1 0,5 ul
Taq polymeraza 0,3 ul
BSA 1,0 pl
templatova DNA 5,0 ul
sterilni deionizovana H,O (PCR H,0) 14,7 ul
celkem 25,0 pl

Tab. 3: Reak¢ni smés pro sekundarni PCR

pufr 2,5 ul
d'NTP’s 0,5 ul
primer F2 0,5 ul
primer R2 0,5 ul
Taq polymeraza 0,3 ul
DNA z primarni PCR 2,0 ul
sterilni deionizovana H,O (PCR H,0) 18,7 ul
celkem 25,0 pl

U ziskané DNA jsme pomoci nested PCR (dv€ po sobé& jdouci PCR s dvéma sadami primertt)

amplifikovali ¢ast genu TPIL
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Tab. 4: Pouzité primery

Primery | Sekvence Produkt Ptvod primert

F1 AAA TIA TGC CTG CTC GTC G SULAIMAN, FAYER,
605 bp BERN, GILMAN,

R1 CAA ACCTTITCC GCA AACC

TrOUT 2003

F2 CCCTTC ATC GGI GGT AACTT SULAIMAN, FAYER,
532 bp BERN, GILMAN,

R2 GTG GCC ACC ACICCC GTG CcC

TrouUT 2003

Amplifikacni program pro termocykler (T3 TERMOCYCLER, BIOMETRA) pro primarni
1 sekundarni PCR.

1. pocatecni denaturace 94° C, 3 min
denaturace 94° C, 45 s
nasedani primert 50° C, 45 s

syntéza nového fetézce 72° C, 1 min

wok wD

dosyntetizovani nového tfetézce 72° C, 7 min

pocet cykli: 35

Gelova elektroforéza
Délka DNA fragmentd byla ovéfena gelovou elektroforézou, coz je metoda, pfi které se

fragmenty DNA rozd¢li v agardze podle molekulovych hmotnosti diky piisobeni elektrického

pole.

Pouzité chemikalie:
e 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M EDTA)
e Agardza (SERVA)
¢ Ethidium bromid (SIGMA), ptipadné SYBR Green (SIGMA)
e 100 bp DNA Ladder (BioLabs)
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Postup pfi ptipravé 1% agardzového gelu:

l.

Pozadované mnozstvi agarézy bylo smichano s 1x TAE pufrem, rozpusténo
v mikrovlnné troub€ a zchlazeno pod tekouci vodou na ptiblizné 50 °C.

Nasledné byl pfidan ethidium bromid v takové mite, aby jeho vyslednd koncentrace
v gelu byla 0,5 ul na ml. Pokud byl misto ného pouzit Syb Green, ktery se vmicha
k PCR produktim tésné pied nanesenim do gelovych jamek v elektroforetickém tanku
v mnozstvi 1 pl SyBR na 20 pul PCR produktu, tento krok odpadl.

Gel byl nalit do pfedem pfipravené formy, vlozen hieben a gel byl nechan ztuhnout asi
10 minut.

Dale byl gel vlozen do elektroforetick¢ého tanku naplnéného 1x TAE pufrem. Do
vzniklych jamek bylo nandseno 20 pl PCR produktu a 4 ul 100 bp ladderu.
Elektroforéza probihala pfi napéti 70 V pfiblizn€ 45 minut, coz je doba potiebna pro
separaci DNA fragmentt.

Pro vizualizaci DNA fragmentii byl pouzit UV transiluminator s vilnovou délkou

302 nm.

Extrakce z gelu

Postup:

1.

Vyftiznuty fragment DNA z gelu byl dan do mikrozkumavek.

2. Pfidan QG pufr (na 100 mg gelu 300 pl QG pufru).

3. Inkubovano 10 min pii 50 °C.

4. Pfidan isopropanol (na 100 mg 100 pl isopropanolu).

5. Veskery objem byl pfeveden na kolonu a centrifugovan 1 min pii 16 100 g.

6. Pipetou bylo ptidano 500 pl QG pufru a centrifugovano 1 min pii 16 100 g.

7. Kolona byla promyta piidanim 750 pul PE pufru, inkubace trvala 2—5 min pfi lab.
teploté a centrifugovéano 1 min pii 16 100 g.

8. Eluce byla provedena pfidanim 30 pul EB pufru, inkubovédno 1 min a poté
centrifugovano 1 min pii 16 100 g.

Sekvenace

Ziskana DNA byla vysuSena pomoci evaporizatoru DyNA Vap (Labnet). Po vysuseni byl

vzorek zaslan do laboratote genomiky BC AV CR. Sekvenace byla provedena na sekvenatoru
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(ABI 3130 HITACHI). Vysledné sekvence byly vyhodnoceny pomoci programu DNA
SeqMan 5.06 program (DNASTAR) a porovnany se sekvencemi v GenBank.
Sekvenovanana byla ¢ast genu TPI o velikosti 532 bp.

3.2.3 Experimentalni infekce zvirat

Pro metodu pomnozeni kmene G. intestinalis izolovaného ze stolice studentii Piirodovédecké
fakulty a pro nasledné zalozeni in vitro kultury trofozoiti ziskanych z duodena infikovanych
zvitat bylo pouzito pét krys malych (Mastomys coucha) apét piskomili (Meriones
unguciatus). Zvitata byla infikovana Zalude&ni sondou davkou 5x10 cyst/zvite. Od zvitat
byly odebrany vzorky trusu a vysetfeny koncentracni metodou M.LF.C. pro zachyceni cyst
giardii v trusu. Nasledné¢ byly vzorky prohlizeny pomoci svételného mikroskopu. Dalsi
pouzitou metodou byla polymerdzova fetézova reakce (PCR) (viz vySe). Infikovana zvitata

byla utracena a bylo ziskano duodenum obsahujici trofozoity.

Kultivace

Kultivovani byli trofozoiti z ¢asti tenkého stieva preneseného do média (Tab. 7). Kultivace
probihala po dobu 2 dnt, pfi teploté 37 °C ve zkumavkach upevnénych v zeSikmené poloze.
Nasledné¢ byla kultivované populace zamrazena pro uchovani genetického materialu.

Médium: Tiislozkové kultivatni médium sestavalo zroztoku A (Tab.5), ktery byl po
namichani autoklavovan, roztoku B (Tab. 6), , a roztoku C (2N NaOH v destilované vodg),

které byly prefiltrovany pfes membranovy filtr s velikosti pora 0,22 um (Millipore).

Tab. 5: Roztok A

nall
Casein digest 97023 (hydrolyzat) 223¢g
Yeast extract (autolyzat) 11,1 g
Glukéza 11,1g
Hovézi 7lu¢ (Siema B 8381) (bile bacteriological) | 0,55 g
NaCl 222¢
Kvselina ascorbova 0,22 ¢
K;HPO, L1l g
KH2PO4 0,67 g
Citrat Zelezito-amonny 0,025 g
Redestilovana voda 890 ml
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Tab. 6: Roztok B

L-cystein HCI 20¢g

Destilovana voda | 100 ml

Tab. 7: Kompletni médium

VSe sterilni 100 ml
Roztok A 80 ml
Bovinni sérum 10 ml
Roztok B 10 ml
Roztok C 20 kapek
Gentamycin 0,3 ml
Antimykotika 1,0 ml




4 VYSLEDKY

4.1 Sledovani vyluéovani cyst Giardia intestinalis pomoci
metody M.I.F.C.

Vzorky stolice byly vysetieny koprologicky pomoci metody M.LF.C. (kapitola 2). Celkem
bylo vysetfeno 468 vzroki pochazejicich od lidi, pst a telat. Zadny vzorek z pacientll ze
Zdravotniho ustavu se sidlem v Praze nebyl pozitivni. Z 10-ti vySetfenych vzorkl od studentt
ucastnicich se exkurze v zahranic¢i bylo 7 pozitivnich na pfitomnost cyst giardii. Infikovana
byla pouze muzska ¢ast vypravy. Také vSech Sest jedincli po navratu z vychodni Asie bylo
pozitivnich.

Z 56 vysetfenych vzorki trusu telat a 12 vzork trusu pst byl vzdy jeden vzorek pozitivni na

ptitomnost cyst giardii.

4.2 Experimentalni infekce laboratornich hlodavcu
cystami Giardia intestinalis a zavedeni in vitro kultur

Izolat ziskany ze studentll byl infekéni pro piskomily, kteti vylucovali cysty giardii od 17.
DPI do 22. DPI. Pfestoze metoda M.L.F.C. nepotvrdila pfitomnost cyst giardii po 23. DPI,
pitvou anaslednou kultivaci ¢asti stfeva se podaiilo ziskat stabilni kulturu trofozoitt
z piskomili utracenych 24.-26. DPI.

Metoda M.LLF.C prokézala, ze ten samy izolat nebyl infekéni pro krysy malé. Pitva byla

provedena 20.—22. DPI, ale pfitomnost parazita neprokazala.

4.3 Vysetieni vzorku stolice infikovanych studenti na
vyskyt Giardia intestinalis

Diagnostickou metodou PCR bylo vysetfeno celkem 10 vzorkli (smésny vzorek cyst ze
studentli Ucastnicich se exkurze, vzorek ztrofozoitd ziskanych po pitvé infikovaného

piskomila témito cystami, jednotlivé pozitivni vzorky jedinct a zvifat). Pouze jeden vzorek
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byl negativni, ato vzorek trofozoitl z piskomila (viz ptedchozi kapitola). Vysledek PCR

smesného vzorku cyst ziskané¢ho ze stolice studentq, ktefi se ti¢astnili exkurze je na Obr. 3.

Obr.3. Detekce Giardia intestinalis  ze
smésného vzorku stolice studentl
Ptirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity,
vysledek gelové elektroforézy. 1, 6: ladder
(100 bp), 2: DNA G. intestinalis ze
smésného vzorku stolice studentl
Prirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity,

3: pozitivni kontrola, 4, 5: negativni

kontrola.

4.4 Vyhodnoceni sekvenci

Sekvence casti genu TPl G. intestinalis ziskanéd ze stolice studentti Ptirodovédecké fakulty
JihoCeské univerzity byla porovnana s dostupnymi sekvencemi G. intestinalis v GenBank.
Vysledna sekvence o velikosti (532 bp) byla vyhodnocena jako genotyp B. Stejnym
zpisobem prob&hlo porovnani sekvenci ostatnich vzorkl, které jsou uvedeny v Tab. 8.
Nejcastéji byl u lidi diagnostikovan genotyp B (71%) nasledovany genotypem A (29%). U
zvitat byl nalezen genotyp B a E.

Tab. 8: Genotypizace izolovanych vzorkl pomoci sekvenace ¢asti genu TPI.

Cislo vzorku Hostitel Genotypizace
Gl piskomil neamplifikovala
G 2 (smésny ze 7 jedincl) | Clovek B

G3 clovek A

G4 ¢lovek B

G5 clovek B

G6 clovek A

G7 clovek B

G8 ¢lovek, B

G9 pes B

G 10 tele E
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5 DISKUSE

V Evropé a vseverni Americe béhem poslednich dvou desetileti vyznamné poklesla
prevalence giardidozy. Tato skuteCnost se da vysvétlit zlepsSujicimi se hygienickymi
podminkami a zejména zvySenim kvality pitné vody. VétSina piipadi giardidzy u lidi
prenesend vodou je zplusobena kontaminaci povrchovych a podzemnich zdrojii pitné vody
odpadni vodou (JAKUBOWSKI, CRAUN, 2002). Konzumace prumyslové nefiltrované vody
predstavuje vyznamné riziko giardidzy (HOQUE et al., 2002; JAKUBOWSKI, CRAUN, 2002),
s giardiozou setkavame hlavné jako s importovanou infekci u turistl, pfistehovalci nebo
vojaki po navratu ze zahrani¢nich misi a neni jiz mozné ziskat tak velké mnozstvi pozitivnich
lidskych vzorkt, jako diive.

Také studenti, ktefi se UCastnili exkurze v Papui Nové Guinei, se infikovali cystami
G. intestinalis pravdépodobné z vody. Infekce se projevila pouze u muzské ¢asti vypravy, coz
naznacuje, ze zeny se nedostaly do kontaktu s kontaminovanou vodou. Muzska ¢ast studentti
se tedy mohla nakazit napojem, ktery jim byl nabidnut, kdyz do Wanangu dorazili, protoze
podeziele vypadajici napoj vypili pouze muzi. Muzi se také chodili koupat Casto spolecné,
podle zdejsi tradice na jiné misto nez zeny. Ve Wanangu se studenti zdrzeli po dobu 10 dnt,
cesta k Mt. Wihelm trvala asi 5 dni, zde se projevily symptomy giardiézy ptedstavované
silnym vodnatym prijmem, bolestmi bficha a nadymanim.

PCR a nasledna sekvenace byla pouzita pro zafazeni izolatl do jednotlivych genotypt.
Vyslednd sekvence c¢asti genu TPI o velikosti 532 bp ziskana zizolatu studentl
Ptirodovédecké fakulty odpovidala genotypu B v GenBank. Zjisténé genotypy A a B jsou
prenosné mezi lidmi a zvifaty, neni tak vylouceno, Ze ziskana infekce méla zoonoticky ptivod.

Soucasti studie bylo infikovat laboratorni zvifata genotypem B. Piskomilové (Meriones
unguciatus) a krysy malé (Mastomys coucha) byli infikovani takovou davkou cyst, kterd by
méla vést k infekci v ptipadé, Ze je zvife citlivé. Béhem sledovaného obdobi vylucovali
piskomilové cysty nepravidelné, coz naznaCuje moznost, ze ikdyz piskomilové byli
infikovani, nebyly cysty vzdy detekovany. Vzhledem k nepravidelnosti vyluCovani cyst je
z 1ékarského hlediska doporucovano odebirat tfi vzorky stolice za sebou (KULDA,

NOHYNKOVA 1996). Cysty byly nalezeny pouze u piskomild. Jednou z moznosti pro¢ infekce
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nebyla u krys malych detekovana je, ze krysy malé nejsou citlivé k infekci lidskym izolatem
G. intestinalis. Studie tedy potvrdila, ze pfenos napti¢ druhy je mozny. Byly testovany rtizné
zviteci modely, nejcastéji se vSak pouziva model piskomila (BELOSEVIC et al., 1983). Model
piskomila je pro in vivo kulturu mnohem vhodnéj$i neZz model krysy malé. Hlavnimi
nevyhodami pouzivani krys malych, jako modelového zvifete je, ze se bézné¢ nemohou
nakazit lidskymi izolaty G. intestinalis a izolaty G. muris nebyly axenicky kultivovany. Proto
lidské izolaty nemohou byt srovnavany v modelech krysy malé. Schopnost dokonéit Zivotni
cyklus in vivo ndm muze pomoci lépe porozumét tomuto dilezitému procesu v G. intestinalis
a také regulaci zivotnich cykld v jinych organismech (ADAM 1991).

V zépadni Kanadé¢ byl proveden podobny pokus s piskomili, kteti byli tspé$né infikovani
genotypem B z lidskych vzorkl stolic. DNA ziskana izolaci byla amplifikovdna metodou
PCR ¢asti genu TPI (MCINTYRE et a/.,2000). Sulaiman se svymi kolegy nalezli asamblaz B ve
dvou izolatech, u kterych se prokdzala nakaza kontaminovanou potravou, pomoci sekvencni
analyzy TPI genu (SULAIMAN et al. 2003). Prazkum v Australii prokazal, Ze infekce
asamblazi B ptevlada (70%) v porovnani s asamblazi A (30%) (READ et al. 2002). Amar
a jeho kolegové. pozorovali smés asamblaze A skupiny II a asamblaze B v 9% z 35 vzorka
(AMAR et al. 2002), zatimco Lu a jeho védecky tym nalezli soucasné¢ asamblaz A skupiny I
a asamblaze B v 33 % z 3 vzorkl (AMAR et al., 2002; LU, BARUCH, ADAM 1998). Gen TPI je
vhodnéjsi pro rozliSeni dvou hlavnich asamblaZzi neZ gen GDH (BERTRAND, ALBERTINI,
SCHWARTZBROD 2005). Studie provedend v Egypt¢ identifikovala genotypy G. intestinalis ze
vzorkl stolic. Vzorky byly vysSetieny PCR a DNA sekvenéni analyzou pro gen TPI. DNA
sekvence ukazala, Ze nejvice pfevlada genotyp B (80%), 15% pozitivnich vzorkl pattilo
genotypu E a 5% genotypu A. Genotypy A a B jsou lidské, nicméné doposud nebylo znamo,
ze genotyp E miize byt také infekéni pro lidi (FORONDA et al., 2008).
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6 ZAVERY

1. Koncentra¢ni metodou M.LLF.C. bylo diagnostikovano 15 pozitivnich vzorki z 468

vySetfenych.

2. Metodou nested PCR se mi podafilo amplifikovat ¢ast genu TPI o velikosti 532 bp
a nasledn¢ izolované vzorky osekvenovat. Nejcastéji diagnostikovanym genotypem byl

zoonoticky genotyp B.

3. Peroralni aplikace infekéni davky (5x10* cyst/zvite) byla dostatujici k propuknuti

infekce G. intestinalis u piskomild.

4. Experimentalnim modelem piskomila se podatilo ziskat kulturu trofozoiti in vitro,

ktera byla zmrazena v dusiku pro uchovani materialu k dal$im analyzam.
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