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Anotace

The main aim of this study was to find out the prevalence of Dientamoeba fragilis in the gut-
healthy humans and their animals using two molecular approaches. A total of 296 stool
samples from humans and 135 samples from 18 animal species were analyzed. Using real-
time PCR (qPCR), a prevalence of 24% was found in humans in contrast to conventional PCR
(cPCR) (7%). In addition, we compared the sensitivity of these two methods for detection of
D. fragilis. Based on our results, we found out that g°PCR is more sensitive method than cPCR.
In humans, several factors were found to influence the occurrence of D. fragilis. A higher
prevalence of D. fragilis was observed among people who live in a village, traveling outside
Europe and are in frequent contact with farm animals. In animals, D. fragilis was detected in
11% of samples from eight species using gPCR. Thanks to Sanger sequencing, we found that
all positive samples from humans only were Genotype 1. In addition, co-infection D. fragilis
with Blastocystis spp. was observed in nearly half of the colonized humans.
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Uvod
1.1.Biologie

1.1.1. Taxonomie

Dientamoeba fragilis je stfevni prvok objeveny roku 1909 Charlesem Wenyonem, anglickym
parazitologem. Nicmén¢ poprvé byl popsan az dvojici Margaret Jepps a Clifford Dobell (Jepps
& Dobell, 1918). Na zaklad¢ né¢kolika biologickych znaki, konkrétné absenci cysty
a dvoujaderného trofozoita, zaradili autoii dientamébu mezi améby. Pozdéji, diky vyuziti
modernich metod, a to elektronové mikroskopie a molekularné-fylogenetickych analyz, byla
D. fragilis piefazena mezi trichomonady, konkrétn¢ do celedi Parabasalia, fadu

Trichomonadida (Camp et al., 1974; Silberman et al., 1996; Stark et al., 2016).

1.1.2. Morfologicka stadia a moZnosti pienosu

Morfologicka stadia jsou stale pfedmétem diskuzi. N&ktera literatura uvadi tfi: cystu, precystu
a trofozoita (Munasinghe et al., 2013; Stark et al., 2014). Cysta byla poprvé popsana
Charlesem Kofoidem v roce 1923 (Kofoid, 1923), nicméné o né&kolik let pozd¢ji Cliford
Dobell (Dobell, 1940) provedl experimentalni inokulaci trofozoity D. fragilis u n€kolika zvifat
vcetné nehumannich primatid, avsak cysty se mu ve stolici objevit nepodatilo. Na zdkladé
svych vlastnich pozorovani tedy s Kofoidovymi vysledky nesouhlasil a existenci cyst zamitl.
Témer o sto let pozdéji byla provedena experimentalni inokulace mysi trofozoity D. fragilis,
ktera vedla k nalezeni cyst v jejich trusu (Munasinghe et al., 2013). Nicmén¢ nalezené cysty
nebyly pted extrakci DNA purifikovany a sterilizovany a molekularni analyza pomoci PCR
byla provedena zizolované DNA z trusu. To znamend, ze pozitivni vysledek PCR
na pritomnost D. fragilis nedokazuje, Ze popsané cysty jsou skute¢né z zivotniho cyklu

dientaméby (Clark et al., 2014).

V dostupné literatuie mizeme najit zminky i o moznych precystach V zivotnim cyklu
D. fragilis, které se na rozdil od stadia cysty vyznacuji hustsi strukturou cytoplazmy a byly
pozorovany jak jednojaderné, tak dvoujaderné formy (Stark et al., 2014; Wenrich, 1936).
Nicméné ani zde nemdme jistotu, Zze pozorované utvary skuteéné patii do zivotniho cyklu
D. fragilis. Naopak stadium trofozoita bylo popsano jiz davno, a to protistology Jeppsovou
a Dobellem, kteii jej popsali ve své praci roku 1918. Pozdéji, diky modernim zobrazovacim
metodam, jako je skenovaci nebo transmisni elektronova mikroskopie (SEM a TEM), byla

potvrzena nejen velikost, ktera se pohybuje nejcastéji v rozmezi od 5 do 15 pm, ale také byla
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pozorovana specificka morfologie. Kolektiv Banik et al. (2012) ve své studii popsal dva typy
trofozoitd, ktefi se lisi ve své povrchové struktufe. Jedna se o hladké (tzv. ,,smooth cells®)
a zvlnéné bunky (tzv. ,,ruffled cells®), které jsou zobrazeny na obrazku 1. Nejcastéji miizeme
trofozoity D. fragilis pozorovat jako dvoujaderné buiiky, ale jednojaderna forma neni
vyjimkou (Stark et al., 2016).

Obr. 1: Dva typy prvoka Dientamoeba fragilis liSici se svym povrchem: (A) hladka burika,
(B) zvInéné builka. Fotografie jsou pofizeny pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

(Banik et al., 2012).

Zivotni cyklus D. fragilis probihd fekalng-oralni cestou. Trofozoit (nebo potencialng jiné
stadium) se dostane spole¢né s potravou nebo vodou do traviciho traktu hostitele. Nasledné
putuje D. fragilis do tlustého stfeva, kde se mnozi binarnim délenim a s vykaly se posléze
dostavaji do vné&jsiho prostiedi, kde kontaminuji potraviny a/nebo vodni zdroje. Dientaméba

je nasledné poziena novym hostitelem, ¢imz se cyklus dokon¢i (Barratt et al., 2011).

Pienos D. fragilis mezi hostiteli neni dodnes zcela objasnény. Diive se uvazovalo o pfenosu
tohoto prvoka pomoci vektoru (Dobell, 1940). Autor piemyslel 0 mozZnosti pienosu
prostfednictvim vaji¢ek riznych stievnich hlistic (Trichuris nebo Ascaris). Pozdéji se kvuli
opakované zaznamenanym vyskytam Ko-infekci prvoka D. fragilis a roupa détského
(Enterobius vermicularis) u déti zacalo hypotetizovat o0 pienosu D. fragilis jeho vajicky
(Burrows & Swerdlow, 1956; Girginkardesler et al., 2008; Ockert & Schulz, 1972). Tento fakt
potvrdil svym experimentem némecky parazitolog Giinter Ockert, ktery sam sebe

experimentalné nakazil vajicky E. vermicularis ziskanych od pacienta pozitivniho

2



na ptitomnost obou organismi. Posléze potvrdil vlastni kolonizaci prvokem D. fragilis, ktera
pretrvala nékolik tydnt (Ockert, 1990). Pozdg&ji byla ve vajiccich E. vermicularis skute¢né
detekovana DNA D. fragilis (Ogren et al., 2013; Rdser et al., 2013). Nicméné piitomnost DNA
jesté nemusi znamenat piitomnost trofozoitd tohoto prvoka a tudiz pienos. Autorské dvojici
Burrows a Swerdlow (1956) se nepodatilo z vajicek E. vermicularis potvrdit pfitomnost
D. fragilis pomoci kultivace a pozdgjsi studie se o toto ovéfeni nepokusily viibec (Ogren et

al., 2013; Roser et al., 2013).

Piipadna existence cyst v zivotnim cyklu D. fragilis by oteviela dal§i moznosti pfenosu
dientaméby (Bager et al., 2018). Shrnuti zivotniho cyklu dientaméby spole¢né s moznymi

variantami pienosu je na obrazku 2.
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Obr. 2: Predpokladany zivotni cyklus prvoka Dientamoeba fragilis.

(https://www.cdc.gov/dpdx/dientamoeba/index.html)
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1.1.3. Hostitelska specifita

Ptitomnost prvoka D. fragilis byla zaznamenana u lidi nap#i¢ riznymi populacemi (Barratt et
al., 2011). Kromeé toho, byl jeho vyskyt popsan s jistotou také u nékterych druhi nehumannich
primatd Zijicich v zajeti. Jednalo se o gorily nizinné, u kterych je D. fragilis povazovan
za patogena zpisobujici prijmova onemocnéni (Caccio et al., 2012; Lankester et al., 2010;
Stark et al., 2008) a viestany plastikové (Alouatta palliata aequatorialis) (Helenbrook et al.,
2015). V nedavné dob¢ probéhla rozsahla studie zaméfena na vyskyt stievnich prvoki (veetné
D. fragilis) u nehumannich primati ve volné pfirodé. Konkrétné se jednalo o Simpanze
hornoguinejské (Pan troglodytes verus) a gorily nizinné zapadni (Gorilla gorilla gorilla).
S vyuzitim metody qPCR byla u Simpanzu zjisténa prevalence prvoka D. fragilis 25 %.
Nejcastéji diagnostikovany prvok v této skupiné Simpanzii byl Blastocystis spp., pficemz
prevalence dosahovala 97,4 %. Dientaméba se v této studii u goril nevyskytovala viibec (Menu
et al., 2021). Dalsi nehumanni primati, zijici ve volné ptirodé¢, u kterych byl prvok D. fragilis
popsan, jsou makak javsky (Macaca fascicularis philippensis) a pavian (Papio sp.) (Hegner
& Chu, 1930; Myers & Kuntz, 1968).

Z domacich zvifat jsou dal$imi hostiteli naptiklad prasata domaci (Crotti et al., 2007). V této
studii autoti odhalili vysokou prevalenci (43,8 %), coz je v kontrastu s pozd¢jsi velmi
rozsahlou studii, kde kolektiv Chan et al. (2016) analyzoval 37 druht zvifat vetné prasat
o celkovém poctu 420 jedincl a pozitivni byli pouze jeden pes a jedna kocka. VEtsi zachyt byl
pozorovan v nedavné studii Yetismis et al. (2022) u andulek vinkovanych, kde byla prevalence
21,3 %. Podobna prevalence byla zjisténa i u dobytka a to, 19 % (Yildiz & Aynur, 2022).

1.1.4. Geneticka diverzita

U D. fragilis byla v porovnani s jinymi druhy prvoka odhalena nizka geneticka variabilita.
Napfiiklad u Blastocystis spp. je v souc¢asné dobé znamo celkem 28 subtypti (Maloney et al.,
2020), oproti tomu u dientaméby byly doposud popsany pouze dva genotypy, a to Genotyp
1 a Genotyp 2, oznac¢ované také jako Bi a PA (Caccio, 2018; Stensvold et al., 2013). Kolektiv
autort studie Stensvold et al. (2013) proved| fylogenetickou studii zaméfenou na analyzu tii
gent D. fragilis a to konkrétné gen pro malou ribozomalni podjednotku, aktin a elongacni
faktor. Geneticka variabilita v ramci téchto gend se ukazala byt velice nizka (3 %). Genotyp
1 je nejéastéjSim genotypem diagnostikovanym jak u lidi, tak u zvitat. Ve studii Caccio et al.

(2012) byl tento genotyp nalezen u prasat i jejich oSetfovatelli, coz naznacuje moznost



zoonotického ptenosu tohoto prvoka. Dalsi zvitata, u kterych byl Genotyp 1 zjistén, jsou
andulky a skot (Yetismis et al., 2022; Yildiz & Aynur, 2022). Bohuzel ani v jedné studii nebyli
do genetickych analyz zahrnuti i majitelé (popiipadé oSetfovatelé) danych zvirat, proto zde

nejsou k dispozici informace o moznosti zoonotického pienosu.

1.2.Diagnostika

Diive se k diagnostice prvoka D. fragilis pouzivaly pievazné tradiéni parazitologické metody,
jako je napiiklad barveni roztéra stolice nebo xenicka kultivace. Nicméné s rozvojem
modernich molekuldrnich metod, mezi které patii polymerazova fetézova reakce, se ukazuje,

ze nejsou tak citlivé a spolehlivé.

1.2.1. Tradié¢ni diagnostické metody

Do této kategorie spada diagnostika D. fragilis s vyuzitim nativniho preparatu, barveni roztéri
stolice a kultivace. Vzhledem k tomu, Ze se trofozoit na vzduchu do 48 hodin rozpada (Clark
et al., 2014; Johnson et al., 2004) a eventualni cysty lze v preparatu snadno piehlédnout, je
mikroskopicka diagnostika pomérné naroc¢na a vyzaduje zkuSeného diagnostika (Sarafraz et
al., 2013; Van Gestel et al., 2019). Ackoli byly tradi¢ni diagnostické postupy pro detekci
D. fragilis diive hojné vyuzivané, dnes jsou jiz na Gstupu. V nedavné studii Clemente et al.
(2021) bylo porovnano nékolik diagnostickych technik spadajicich do této kategorie.
Konkrétné se jednalo o ptimé mikroskopické vysetfeni po koncentraci stolice (Para-Pak®
CON-Trate® System), barveni roztéru stolice pomoci Giemsy nebo pomoci modifikovaného
Ziehl-Nielsenova barveni. Zde byla zjisténa prevalence D. fragilis 5 %, a to na zaklad¢ pouziti
metody barveni dle Giemsy. Nicmén¢ pfi analyze vzorkli pomoci real-time PCR (qPCR), byla
prevalence 15 %. Podobny vysledek zaznamenali také autofi dalsi studie (Sarzhanov et al.,
2021), kteti opét prokazali nizsi citlivost tradi¢nich mikroskopickych metod (trichrom
a acidorezistentni barveni dle Kinyouna) pro detekci prvoka D. fragilis ve srovnani s qPCR.
Prevalence dientaméby za pouziti qPCR, byla velice podobnd, jako v piedchozi zminéné
studii. Oproti tomu mikroskopicky pfistup neodhalil dientamébu viibec. Ke stejnym zavérum
dosla i autorska dvojice (Yildiz & Aynur, 2022), ktera zjistila nizkou spolehlivost

v diagnostice s vyuzitim barveni pomoci trichromu (Obr. 3).



Obr. 3: Prvok Dientamoeba fragilis obarveny pomoci Gomoriho trichrichromu.

(https://www.cdc.gov/dpdx/dientamoeba/index.html)

1.2.2. Molekuliarni metody

Nejhojnéji dnes vyuzivanou diagnostickou metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR),
ktera amplifikuje a detekuje specifickou DNA. RozlisSujeme konven¢ni (CPCR) a real-time
PCR (gPCR). Real-time PCR na rozdil od konvenéni PCR zaznamenava narist mnozstvi
sledované DNA v realném case (Klein, 2002). Diky jednoduché analyze Ct hodnot (threshold
cycle) Ize navic kvantifikovat mnozstvi DNA pritomné ve vzorku. Hodnota Ct je dana
konkrétnim amplifikaénim cyklem, pfi kterém troven fluorescencniho signalu prevysuje
fluorescenci pozadi, a tedy piimo koreluje s mnozstvim DNA v analyzovaném vzorku. Cim je
Ct hodnota vyssi, tim mens§i mnozstvi templatové DNA se nachazi v reakci a naopak (Verweij

& Stensvold, 2014).

Dalsi vyhodou qPCR oproti cPCR je eliminace rozsahlejsi manipulacese vzorky a amplikony,
a tim i moznost zamény vzorku. Konvenéni PCR se sklada ze dvou kroki, a to amplifikace
DNA v blokovém termocykleru s naslednou elektroforézou k vizualizaci DNA. Tyto dva
kroky je nutné provést ve dvou rtiznych pftistrojich s rizikem kontaminace pifi pienosu
amplifikované DNA z termocykleru do vizualiza¢niho zafizeni. V qPCR jsou oba kroky,
amplifikace a vizualizace generovani PCR produktu Vv redlném case, provadény soucasné

v jediném pfistroji.

Autofi nékolika studii se v zavislosti na vysledcich shoduji na tom, ze qPCR ptedstavuje

ucinny nastroj k zjisténi piesné prevalence prvoka D. fragilis napfi¢ riznymi kohortami lidi.
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Napriklad kolektiv Calderaro et al. (2010) porovnaval qPCR a kultivaci D. fragilis na souboru,
ktery cital celkem 959 lidskych vzorkt. PCR v realném cCase Vv této studii odhalila o 117
pozitivnich vzorkl vice, nez kultivace. Rozsahla studie zabyvajici se porovnanim ucinnosti
nékolika metod probéhla i v Irdnu. Vzorky stolice od 1000 pacientt byly okamzZit& vysetfeny
pomoci nativnich roztéri a trvalého barveni (fixace pomoci PVA a nabarveni trichromem).
VSechny pozitivni vzorky a 55 nahodné vybranych negativnich vzorkd bylo nasledné
podrobeno cPCR. Pii pfimém vySetieni roztéru nebyl mezi 1000 vzorky stolice nalezen Zadny
pozitivni vzorek, zatimco u obarvenych preparati bylo zjisténo celkem 21 (2,1 %) pozitivnich
a 26 podezielych piipadi. Konvenéni PCR ukazala, ze z 21 pozitivnich pfipadi bylo 17
pozitivnich a nested cPCR detekovala vSech 21 pozitivnich pfipadi a také téi nové pozitivni
vzorky z podezielych ptipadd, a to celkem 24 (). 2,4 %) pozitivnich vzorku (Sarafraz et al.,
2013).

1.3.Epidemiologie

Dientaméba je kosmopolitn€ rozsifeny prvok a prevalence u lidi se velmi 1i8i v z&vislosti na
studované kohort¢ lidi a ¢asti svéta (Barratt et al., 2011; Stark et al., 2016). Byly popsany
ptipady jak v zemich tfetiho svéta, tak i v industrializované spole¢nosti. Prevalence tohoto
prvoka se pohybuje v rozmezi 0,4 az 91 % v zavislosti na studované kohort¢ lidi (Chan et al.,
1996; Cengiz et al., 2009).

1.3.1. Faktory ovliviiujici kolonizaci ¢lovéka

Dtive byl prvok D. fragilis detekovan hlavné u pacientt trpicich gastrointestinalnimi obtizemi,
a proto se mu piisuzovala role patogenu. Nicméng¢ s ptibyvajicimi studiemi na zdravych lidech
se ukazuje, ze je v této populaci ¢astéjsi, nez u nemocnych pacientti (de Boer et al., 2020; de
Jong et al., 2014).

Vek je jednim z moznych faktort, které mohou ovliviiovat vyskyt prvoka D. fragilis. Studie
z poslednich let naznacuji, ze se D. fragilis vyskytuje castéji u déti (Fletcher et al., 2014,
Menéndez et al., 2019). Konkrétn¢ ve studii de Boer et al. (2020) byla nejvyssi prevalence
D. fragilis pozorovana u mladistvych do 20 let véku. Ke stejnym zavéram dospél i kolektiv
Lagacé-Wiens et al. (2006), kde byla dientaméba nejcastéji pozorovana u chlapci ve véku
mezi 16 a 20 let, a to 11,5 %. Zajimavé vysledky ukazala studie ze Svédska, kde byla

D. fragilis nejcast&ji pozorovana u chlapct ve véku 0 az 10 let (Norberg et al., 2003). S tim

7



souhlasi i vysledky danské studie, ve které byla nejvyssi prevalence pozorovana u déti ve véku
sedmi let (Roser et al., 2013). K podobnému zavéru dospéli i autofi ve Spanélsku, kde v ramci
163 testovanych lidi byl nejéastéjsi vyskyt D. fragilis u déti do 14 let (Menéndez et al., 2019).
Tyto zaveéry se zdaji byt logické z diivodu nizsi hygieny u déti.

Dalsim faktorem, na ktery se prevalencni studie zamétuji, je pohlavi. K zajimavym zavérim
dospél kolektiv autori Lagacé-Wiens et al. (2006) ktefi v ramci jedné vékové kategorie
odhalili zna¢ny rozdil mezi vyskytem D. fragilis u divek a u chlapci, a to 1,1 % vs. 11,5 %.
Ke stejnym vysledkiim dospéli i autofi studie Banik et al. (2011), kde taktéz zjistili Cast&jsi
vyskyt D. fragilis u chlapcti nez u divek. Oproti tomu ve Svédsku byl tento prvok ast&ji
diagnostikovan u zen ve vSech v€kovych kategoriich kromé té nejnizsi (tj. 0 az 10 let)
(Norberg et al., 2003). Prvok D. fragilis je velice ¢asto diagnostikovan i u Zen ve véku 30 az
40 let (Menéndez et al., 2019; Roser et al., 2013), coz mlize souviset s tim, ze maminky byvaji

s détmi v ¢astéjSim a intenzivnéjSim kontaktu nez otcové.

V Dansku probéhla studie u malych déti, kterd se zabyvala vlivem né¢kolika faktord na
kolonizaci prvokem D. fragilis, mezi kterymi bylo i cestovani (Jokelainen et al., 2017). Z 27
déti, které mély cestovani ve své anamnéze, bylo pozitivné diagnostikovano celkem 22 jedincti
(81,5 %). Nicméné pomérné vysoka prevalence byla i u téch déti, které necestovaly viibec,
ato 64,3 % (72/112). Jediné dva faktory, které byly vyhodnocené, jako statisticky vyznamné,

byl v&k pod tfi roky a vice nez jedno dité v rodiné.

1.3.2. Role prvoka Dientamoeba fragilis v lidském zdravi

Role D. fragilis v lidském zdravi je v soucasné dob¢ stale v 1ékaiské a védecké komunité
pfedmétem diskuzi. V minulosti byl tento prvok fazen mezi patogeny zpisobujici
gastrointestinalni problémy (Aykur et al., 2019; Norberg et al., 2003) nebo zanétliva stievni
onemocnéni (Inflammatory Bowel Disease — IBD, Inflammatory Bowel Syndrome — IBS)
(Engsbro et al., 2012; Yakoob et al., 2010). K témto zavérim ptispély, krom nedostatku studii
zamé&fenych na zdravou populaci, také Casté nalezy dientaméby u lidi trpicich pravé t€mito
sttevnimi obtizemi. Pfedpoklad, Zze je D. fragilis pfi¢inou nékterych gastrointestinalnich
onemocnéni, pochazi také ze zjisténi, Ze ke zlepSeni stavu pacientti doslo po jeho eliminacni
1écbé (Stark et al., 2016). Nicméng, ne vSechny studie se na tomto shoduji. Oproti tomu ve
studii Engsbro et al. (2012) nebyla nalezena zadna vyznamna souvislost mezi eradikaci

D. fragilis pomoci metronidazolu a zlepSenim symptomu u pacientd trpicich IBS. Ani 0 dva



roky pozdé&ji nepozoroval autorsky kolektiv Roser et al. (2014) zadné vyznamné rozdily mezi
détmi, které byly lé€eny metronidazolem a témi, které dostavaly placebo. V poslednich letech
také ptibyvaji studie, které zahrnuji zdravé lidi, u kterych se D. fragilis vyskytuje Castéji, nez
u nemocnych pacientl trpicich zazivacimi obtizemi a ukazuje se, Ze bezptiznakové infekce
jsou cCast&jsi, nez symptomatické (de Boer et al., 2020; de Jong et al., 2014). To naznacuje

komenzalni roli D. fragilis v mikrobiomu ¢lovéka.

1.3.3. Ko-infekce s dal§imi prvoky

Dientamoeba fragilis se ¢asto vyskytuje v ko-infekci s dal§im stievnim prvokem Blastocystis
spp., pfi¢emz oba jsou spojovani s vyssi diverzitou stfevniho bakteriomu (Stensvold & van
der Giezen, 2018). Napftiklad studie z Nizozemi ukazala vyssi prevalenci nejen D. fragilis, ale
i Blastocystis spp. u zdravych lidi z kontrolni skupiny, nez u pacienti trpicich gastroenteritidou
(de Boer et al., 2020). Dale byla ko-infekce pozorovana ve studii Lagacé-Wiens et al. (2006),
kde nejéastéji zastoupenym prvokem byl Blastocystis spp., pak nasledovala D. fragilis
a Giardia intestinalis. V rozsahlé studii ve Spanélsku byla zjisténa ko-infekce Blastocystis
a dientaméby ve 33,6 % pripadi (Burgana et al., 2019).

1.3.4. Klinicka manifestace u lidi

Klinickd manifestace u lidi kolonizovanych prvokem D. fragilis je rizna. Jsou popsany
asymptomatické prubéhy u lidi, kteti netrpi zddnym chronickym onemocnénim stev, ale miize
se objevit i abdominalni diskomfort, jako naptiklad prijem nebo nadymani (Stark et al., 2010).
Tyto symptomy jsou nejéastéji popisovany u déti, avsak studie Holtman et al. (2017), ktera
zahrnovala 107 déti ve véku okolo deviti let, nenaSla zddnou souvislost mezi pfitomnosti
D. fragilis a pfiznaky prijmu ¢i bolesti bficha. Zde autofi pracovali s détmi, u kterych byla
diagnostikovana dientaméba a jako kontrolni skupina poslouzili jejich sourozenci, ktefi byli
také pozitivni na ptitomnost D. fragilis, ale nevyskytoval se u nich zadny abdominalni
diskomfort. To potvrzuji i zaveéry danské studie u déti ve veku do Sesti let, kterd probihala po
dobu tii let. Za tuto dobu byla D. fragilis diagnostikovana z celkového poétu 148 zacastnénych
alespon jednou u 108 déti. Ani vtomto piipadé nebyla zjisténa zaddna souvislost mezi

pfitomnosti tohoto prvoka a castéjsim vyskytem zazivacich obtizi (Jokelainen et al., 2017).



1.3.5. Terapie

Ackoli s ptibyvajicimi studiemi se zda, ze D. fragilis ma v zazivacim traktu ¢loveka spise
komenzalni roli, néktefi autofi jej stale oznacuji jako patogenni organismus (Aykur et al.,
2019; Burgana et al., 2019; Stark et al., 2016). K tomuto nazoru ptispiva i fakt, ze u nékterych
jedincti bylo pozorovéno zlepseni zdravotniho stavu po eradikaci tohoto prvoka. Konkrétné
ve studii (Stark et al., 2010) byl pouzit nejprve metronidazol a pozdg€ji i paramomycin pro
1é¢bu pacientt, z nichz vSichni hlasili vyrazné zleps$eni klinickych ptiznaka (prijem a bolesti
bticha). U dvou pacient byla pouzita kombinovana terapie, ktera se sestavala z doxycylinu
a iodoquinolu, jelikoz nereagovali na uvodni lécbu metronidazolem. Nasledné doslo
k vymizeni klinickych symptomu i u nich. Nicméné u 1é¢enych pacientl byly diagnostikovany
i dals$i stfevni organismy, které mohly stievni obtize zpusobit. Konkrétné se jednalo
o0 Blastocystis spp., Entamoeba coli, lodamoeba butschlii a Endolimax nana. Naopak ve studii
provedené v Dansku nedoslo ke zlepSeni stavu détskych pacientti po podani metronidazolu
a gastrointestinalni pfiznaky i nadale pretrvavaly (Roser et al., 2014). Dalsi terapeutické latky,
u kterych je popsana ucinnost pti eradikaci D. fragilis, jsou naptiklad clioquinol (Bosman et
al., 2004), doxycyklin, oxytetracyclin a iodoquinol (Preiss et al., 1991), ornidazol (Kurt et al.,
2008) a secnidazol (Girginkardesler et al., 2003). Rozs4hla studie ve Spanélsku se zabyvala
riznymi antiparazitiky, a snazila se zhodnotit terapeutické odpovédi na jejich pouziti (Burgana
et al.,, 2019). Autofi dospéli k zavéru, ze ze dvou nejcastéji predepisovanych 1é¢iv proti
stfevnim prvokum (tj. metronidazol a paromomycin), vykazuje Ié¢ba paromomycinem vyssi
miru eradikace D. fragilis neZ metronidazol ve v§ech vékovych kategoriich, s vyjimkou déti

mladsich Sesti let.
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2. Cile

Hlavnim cilem této studie bylo zjistit prevalenci stfevniho prvoka Dientamoeba fragilis
v souboru zdravych dobrovolniku z fad obyvatel Ceské republiky a jejich domacich zvitat.
Dil¢i cile byly nésledujici:

e optimalizovat real-time PCR (qPCR) protokol pro detekci D. fragilis;
e porovnat senzitivitu dvou diagnostickych metod — konvenéni PCR (cPCR) a gPCR;
e zjistit korelace mezi vyskytem D. fragilis a n€kterymi specifickymi faktory, jako jsou

kontakt se zvifaty, pohlavi, v€k a zivotni styl (cestovani, Zivot na venkové/ve méste).
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3. Material a metodika

3.1.0dbér vzorku

Tato studie je soucasti rozsahlého projektu zaméfené¢ho na zjistovani vyskytu stfevnich
prvoki v Ceské republice ve zdravé populaci lidi a jejich zvitat. Vzorky exkrementi byly
odebirany v letech 2017 - 2019. Tato dil¢i prace se vénuje vyskytu prvoka Dientamoeba
fragilis a navazuje na ptedchozi studii o prevalenci prvoka Blastocystis spp. (Lhotska et al.,
2020). Byl pouzit stejny soubor vzorki stolice a trusu, jako ve vyse zminéné studii, pouze
dodate¢né doplnény o nékolik vzorkt (celkové N = 431). VSechny vzorky stolice byly ziskany
od zdravych dobrovolnikii (tj. bez jakychkoliv piiznakt gastrointestinalniho onemocnéni
v dobé¢ odbéru). Pro vyhodnoceni mozného zoonotického pienosu byly také odebirany vzorky
trusu od zvifat, se kterymi byli dobrovolnici v iizkém kontaktu. VSichni ucastnici vyplnili
dotaznik, ktery obsahoval informace o bydliSti (mésto / vesnice), cestovani (necestovani /
cestovani po Evropé / cestovani mimo Evropu), kontaktu se zvifaty (Zadny kontakt / kontakt

pouze s domdcimi zvifaty / kontakt s domacimi zvifaty a hospodatskymi zvitaty), pohlavi
a véku (veékové kategorie: 0-3, 4-6, 7-12, 13-17, 18-30, 31-49, 50-60, >60).

Kazdy tcastnik ve studii podepsal informovany souhlas s tcasti. Proces, podminky a eticka
pravidla této studie jsou v souladu s Helsinskou deklaraci 2013 (World Medical Association).
Veskeré tidaje byly ptisné anonymizovany a zpracovany dle platnych zdkona Ceské republiky
(napf. zakon ¢. 101/2000 Sb. a pozd&jSich predpisit). Studie byla schvalena Etickou komisi
Biologického centra Akademie véd CR (&islo jednaci: 1/2017).

3.2.1zolace DNA a zpracovani vzorku

Celkova DNA byla izolovana ptimo ze vzorku stolice pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool
DNA Kit (Stratec, Némecko) podle protokolu vyrobce. Z kazdého vzorku bylo timto
zpusobem ziskano 200 pul DNA (koncentrace v rozmezi 120 az 850 ng/ul), kterd byla
skladovana pf1 teploté -20 °C. VSechny odebrané vzorky byly vySetieny dvéma molekularnimi
diagnostickymi pfistupy, a to konvenéni PCR (cPCR) (Stark et al., 2005a) a real-time (qPCR)
(Verweij et al., 2007). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z xenické kultury D. fragilis.
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3.3.Molekularni diagnostika

V mé reSerSni bakalarské praci jsem shrnula dosavadni informace o D. fragilis (Ruzickova,
2020). Zjistila jsem, ze CPCR a qPCR jsou v soucasné dobé¢ nejvyuzivanéjsimi diagnostickymi
postupy diky své nizké ¢asové narocnosti a vysoké citlivosti. Z téchto divodl jsme se rozhodli

je vyuzit i v nasi laboratofi a zaroven porovnat jejich senzitivitu.

3.3.1. Konvenéni PCR

Protokol pro detekci D. fragilis pomoci konvenéni PCR vyuziva primery DF400 a DF1250
(Tab. 1), které amplifikuji oblast ~850 bp SSU rDNA (Stark et al., 2005a). Konvenéni PCR
byla provedena v T100™ Thermal Cycler (Biorad, USA) za nasledujicich podminek: 95 °C/5
min, 34% (94 °C/1 min; 58 °C/1,5 min; 72 °C/2 min) a 72 °C/10 min. VSechny cPCR reakce
byly pfipraveny v koneéném objemu 10 pl, obsahujicich 5 pl komeréné vyrabéného 2x
koncentrovaného Master Mixu (AccuPowerR Taq PCR PreMix; Bioneer, Korea), 1ul kazdého
primeru, 1ul miliQ vody a 2 ul ziskané DNA. Produkty cPCR byly nasledn¢ podrobeny
elektroforéze, s vyuzitim elektroforetického systému Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA). Na 1% agardézovy gel s ethidium bromidem bylo naneseno 8 ul cPCR produktu.
K vlastni vizualizaci byl pouzit UV transiluminator (UltraLum 900-1425-24). U vsech sad
CPCR reakci byla vzdy kromé& vzorki piipravena také jedna reakce s pozitivni kontrolou

a reakce s negativni kontrolou (zde byla DNA nahrazena odpovidajicim mnozstvim vody).

Tab. 1: Prehled pouzitych primerd u cPCR.

Primery Sekvence
DF-400 5’-TATCGGAGGTGGTAATGACC - 3’
DF-1250 5’- CATCTTCCTCCTGCTTAGACG - 3’

3.3.2. Real-time PCR

PCR v realném case v ramci predkladané prace vyuzivala zafizeni LightCycler LC 480 I

(Roche, Basel, Svycarsko) s 96-jamkovym blokem. Zakladni diagnosticky protokol byl

prevzat ze studie Verweij et al. (2007) a optimalizovan pro podminky nasi laboratofe.

Vysledné podminky reakce byly nésledujici: 95 °C/12 min; 50% (95 °C/15 s; 60 °C/30 s; 72

°C/30 s) a byl pouzit polymerazovy Master Mix (HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus Rox,
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Solis BioDyne, Estonsko), par primert (Df-124F a Df-221R) a sonda Tagman (D. fragilis-
specific MGB Tagman probe Df-172revT Dark Quencher, Generi Biotech, Ceska republika)
(Tab. 2). Tyto primery amplifikuji Gisek genu pro malou ribozomalni podjednotku 0 velikosti
~97 bp. Na kazdé reakéni desce byla vzdy krom testovanych vzorki (vzdy v triplikatech)
pouzita také pozitivni kontrola (DNA z in vitro kultury D. fragilis) a negativni kontrola (DNA
nahrazena miliQ vodou). Vsechny negativni vzorky byly navic kontrolovany pro pfipadnou
vnitini inhibici (viz kap. 3.3.2.1.).

Tab. 2: Piehled pouzitych primert a sondy pro qPCR.

Primery a sonda | Sekvence
Df-124F 5'-CAACGGATGTCTTGGCTCTTTA-3"
Df-221R 5'-TGCATTCAAAGATCGAACTTATCAC-3’
Tagman 5-CAATTCTAGCCGCT TAT- 3

3.3.2.1. Kontrola vnitini inhibice ve vzorcich p¥i pouziti gPCR

U vzorkti DNA izolované z trusu nebo stolice dochazi obc¢as k inhibici amplifikace béhem
gPCR, tzv. vnitini inhibici (Stensvold & Nielsen, 2012). Pro ucely vylouceni nebo zjisténi
pfipadné vnitini inhibice jsme pouZili vzorky, které se ukdzaly jako negativni v gPCR pro
vSechny prvoky studované v nasi laboratofi (D. fragilis, Giardia intestinalis a Blastocystis
spp.). Moznou vnitini inhibici jsme testovali pfidanim cizorodé DNA k analyzovanému
vzorku. V nasem ptipadé se jednalo o DNA izolovanou z tkan¢ potkana a byl pouzit protokol
pro amplifikaci tzv. ,,house-keeping* genu potkana pro beta-2 podjednotku mikroglobulinu
(B2M) za pouziti komerénich primer a Tagman sondy (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA).

3.3.3. Sekvenovani vzorki

Sekvence byly ziskany z pozitivnich vzorki pomoci Sangerova sekvenovani u komeréni
spole¢nosti Eurofins GATC Biotech (Némecko). Amplikony ziskané pomoci cPCR o vhodné
velikosti byly izolovany z gelu pomoci GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, MO,

USA) a nasledn¢€ obousmérné sekvenovany. VSechny sekvence byly nasledné porovnany se
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sekvencemi v databazi GenBank™ (National Center for Biotechnology Information)
prostiednictvim platformy BLASTnt.

3.3.4. Klonovani
Vzorky, které po sekvenovani obsahovaly vice ptekryvajicich se signali, byly klonovéany pro

potvrzeni ptitomnosti D. fragilis. Tento postup zahrnoval n¢kolik krokd.

Nejprve bylo nutné izolovat DNA z agardézového gelu, po probéhnuti CPCR a nasledné
elektroforézy, pomoci Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, MO, USA). Pro vlastni klonovani
byl pouzit pGEM®-T Easy Vector Systém I (Promega, WI, USA). Objemy jednotlivych
slozek pro pripravu jednoho vzorku jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3). Pfipravena klonovaci

smés byla pfes noc inkubovéna pfi teploté 12°C.

Dale bylo potieba transformovat piipraveny vektor do bun¢k Escherichia coli. To zahrnovalo
nékolik krokt, kdy prvnim bylo smichani klonovaciho vektoru s kompetentnimi bunikami
E. coli XL-1. Smés byla ponechana 30 min na ledu, a poté zahfata ve vodni lazni na 42°C po
dobu 40 sekund, tzv. ,heat shock®“. Vektor se takto dostal do bunék bakterii. Nasledovalo
ochlazeni na ledu po dobu 1 minuty, a poté bylo ke smési ptidano 150 ul SOC (Super Optimal
Catabolite) média (2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgClz, 10 mM MgS0s a 20 mM glukoéza) piedehiatého na 37°C. Bakterialni bunky se

Vv pfipravené kultivacni smési nechaly tfepat po dobu 40 minut pii 37 °C.

V dalsim kroku byly bunky vysety na pfedem piipravené agarové plotny, oSetfené
ampicilinem, ktery byl pouzit z diivodu zamezeni rlistu nezddoucich organismu. Jesté pred
vlastnim vysevem bunc¢k bylo na kazdou Petriho misku naneseno a rozetfeno pomoci
bakteriologické hokejky 35 ul X-gal (5- bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktosid; Amresco,
ID, USA) a 5 ul IPTG (izopropyl-p-D-thiogalaktosid, Amresco; ID, USA). Po vysevu bun¢k

se misky nechaly pfes noc inkubovat pfi teploté 37 °C.

Po inkubaci byly z kazdé misky odebrany tfi bilé kolonie pomoci vzdy nové sterilni pipetovaci
Spi¢ky a pieneseny do piipravenych zkumavek se 4 ml tekutého LB (Luria-Bertani) média
(trypton, kvasni¢ny extrakt a NaCl), s pfidanym ampicilinem. Tato Kultura byla opét

inkubovana v tfepacce 12 hodin pti 37 °C.

Narostla smes bunck byla odstfedéna a ziskany bakterialni sediment byl pouzit pro izolaci

plazmidové DNA pomoci komer¢niho kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche,
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Svycarsko). Po izolaci plazmidové DNA nasledovalo restrikéni §tépeni pro ovéfeni
ptitomnosti a velikosti zaklonovaného fragmentu. DNA byla §tépena pomoci restrikéniho
enzymu, v naSem piipadé¢ EcoRI (New England Biolabs; MA, USA). Reak¢ni smés
obsahovala 3,5 pug plazmidové DNA, 1 ul pufru (10x koncentrovaného), 2 jednotky enzymu
EcoRI a 5,5 ul miliQ vody. Tato smés byla inkubovana 30 minut pii teploté 37 °C.

Pomoci elektroforézy se ovéfila uspéSnost celého procesu klonovani a zéaroven se
zkontrolovala velikost zaklonovaného fragmentu. DNA vybranych klont byla odeslana na

sekvenovani komeréni firmou Eurofins GATC Biotech.

Tab. 3: Chemikalie pro ptipravu liga¢ni smési a jejich pouzité mnozstvi na 1 reakci.

Nazev slou¢eniny Mnozstvi (ul)
2x Rapid Ligation Buffer 5
pGem®-T Easy vector 1
CcPCR produkt (DNA) 2,3
DNA T4 Ligase 1

voda pro PCR 0,7

3.4.Statisticka analyza

Rozdily v citlivosti cPCR a qPCR pro detekci D. fragilis byly hodnoceny pomoci McNemar
testu s Yatesovou korekci. U vzorkt analyzovanych pomoci qPCR byl pouzit Fisherv exaktni
test, za Gicelem zjisténi rozdilu mezi vékovymi kategoriemi ve vyskytu D. fragilis u lidi. Navic
byl pouzit zobecnény linearni model ke sledovani vlivu véku jako spojité proménné. Chi-
kvadrat test byl pouzit pro statistické vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu v prevalenci
D. fragilis mezi skupinami lidi v ramci jediného sledovaného faktoru, jako je Zivotni styl (Zivot
ve mésté versus zivot na venkove), cestovani (v Evropé a mimo ni), kontakt se zvifaty
(s a bez) a pohlavi. Tyto analyzy byly provedeny pomoci programt GraphPad Prism 5.0 a R
Studio verze 3.6.2. Za indikaci statistické vyznamnosti byla povazovana P-hodnota mensi nez
0,05.
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4. Vysledky

4.1.Soubor ziskanych vzorku

V ramci této studie bylo analyzovéano celkem 431 vzorkd, z toho 296 lidskych a 135 vzorkt
od zvifat, ktera jsou s danymi lidmi v ¢astém kontaktu. VétSina nehumannich vzorkl
pochazela od pst (54/135), druhym nejcastéjSim zastoupenym zvifetem byly koc¢ky (19/135),
nasledovali kon¢ (15/135), kralici (13/135), piezvykavci (12/135), slepice (8/135), prasata
(3/135) a nekolik dalsich druha (11/135) (Tab. 4).

Tab. 4: Prehled lidskych a zvifecich vzorku testovanych na pfitomnost prvoka Dientamoeba

fragilis za pomoci CPCR a gPCR (N — celkovy pocet vzorku).

. . N pozitivni | N pozitivni

Hostitel Kategorie N v cPCR v gPCR
Homo sapiens lidé 296 22 (7 %) | 72 (24 %)
Canis lupus familiaris psi 54 0 4 (7 %)
Felis silvestris catus kocky 19 0 1 (5 %)
Equus caballus koné 15 0 2 (13 %)
Oryctolagus cuniculus domesticus kralici 13 1 (8 %) 5 (38 %)
Ovis aries ovce 6 0 1 (17 %)
Capra aegagrus hircus kozy 4 0 1 (25 %)
Cavia aperea porcellus morcata 2 0 1 (50 %)
Bos primigenius taurus kravy 2 0 0
Sus scrofa domestica prasata 3 0 0
Gallus gallus domesticus slepice 8 0 0
Testudo horsfieldii zelvy 2 0 0
Psittacus erithacus papousek 1 0 0
Columba livia domestica holub 1 0 0
Phodopus sungorus kiecek 1 0 0
Atelerix albiventris jezek 1 0 0
Anas platyrhynchos domesticus kachna 1 0 0
Anser anser domesticus husa 1 0 0
Phelsuma madagascariensis felsuma 1 0 0

Soubor humannich vzorki zahrnoval 124 vzorkt od muzi (42 %; 124/296) a 172 od zen (58
%; 172/296) ze 14 kraji Ceské republiky. Zadny z dobrovolnikii netrp&l chronickym

zanétlivym onemocnénim stiev ani nevykazoval zZadné gastrointestindlni pfiznaky nemoci.
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Pokud jde o informace o cestovani, 52 jedincti uvedlo, Ze necestovali mimo Ceskou republiku
(18 %; 52/296), 140 respondentti necestovalo v ramci Evropy (47 %; 140/296) a 104 G¢astnikt
cestovalo mimo Evropu (35 %, 104/296). Celkové 83 dobrovolniku zije trvale na vesnici (28
%; 83/296) a zbyvajicich 213 ve mésté (72 %; 213/296). Dale 252 dotazanych (85 %; 252/296)
uvedlo nedavny kontakt se zvifaty, pticemz 180 (71 %; 180/252) bylo v kontaktu pouze
s domacimi zvifaty a 72 také se zvitaty hospodarskymi (29 %; 72/252).

4.2.Prevalence Dientamoeba fragilis na zakladé cPCR

Konven¢ni PCR s naslednou elektroforézou detekovala D. fragilis ve 32 z celkového poctu
431 vzorku, pficemz se jednalo krom jednoho piipadu jen o lidské vzorky. Sangerovo
sekvenovani potvrdilo ptitomnost D. fragilis ve 23 vzorcich, pii¢emz 22 bylo lidskych a jeden
zviteci (kralik). Pouze tyto sekvencné ovétené vzorky byly na zdkladé cPCR vyhodnoceny
jako pozitivni (Tab. 5). Na zaklad¢ tohoto vyhodnoceni byla celkova prevalence u lidi 7 %
(22/296) a 0,7 % u zvitat (1/135). Ze zbyvajicich deviti vzorkd, které se zdaly byt pozitivni
pfti vyuziti metody cPCR, jsme nebyli schopni ziskat sekvence a tim padem byly povazovany

za negativni.

4.3.Prevalence Dientamoeba fragilis na zakladé qPCR

PCR v realném c¢ase odhalila D. fragilis v 72 lidskych vzorcich s prevalenci 24 % (72/296)
a v 15 vzorcich od zvitat (11 %; 15/135). Mezi pozitivnimi zvitaty byly psi (Canis lupus
familiaris), kocka (Felis silvestris catus), morce (Cavia aperea porcellus), kralici
(Oryctolagus cuniculus domesticus), koza (Capra aegagrus hircus), ovce (Ovis aries) a koné
(Equus caballus) (Tab. 4). Vsech 23 pozitivnich vzorkd detekovanych pomoci ¢PCR
(a potvrzenych Sangerovym sekvenovanim) bylo pozitivnich i s vyuzitim gPCR (Tab. 4).
Protoze se nam bohuzel nepodafilo ziskat ¢istou kulturu D. fragilis pro sestaveni kvantifika¢ni

ktivky, tak pro jednotlivé pozitivni vzorky jsou zobrazeny pouze Ct hodnoty (Tab. 6).
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4.4.Porovnani citlivosti cPCR a qPCR pro detekci Dientamoeba fragilis
Jednim z dil¢ich cila této prace bylo porovnat senzitivitu dvou diagnostickych pfistupi, a to
cPCR a gPCR. Na ziklad¢ vysledkii pouze u lidskych vzorki (N=296) s pouzitim

McNemarova testu bylo potvrzeno, ze qPCR je vyznamné citlivéjsi metodou pro diagnostiku

zvitecich vzorcich (Tab. 4), které ale nebyly zahrnuty do statistickych analyz.

Tab. 5: Porovnani senzitivity cPCR a qPCR pro detekci D. fragilis v lidskych vzorcich
(N=296) s vyuzitim McNemarova testu (p < 0.05; x2 = 49).

gPCR
positive negative
positive 22 0 22 (7 %)
CPCR | hegative 50 224 274 (93 %)
72 (24 %) 224 (76 %) 296

4.5.Klonovani cPCR pozitivnich vzorkii pro fylogenetickou analyzu

Pro fylogenetické analyzy bylo nutné provést klonovani, aby se ptedeslo nejasnostem
vicenasobnych signali nebo chimér. Jednalo se celkem o dvacet dil¢ich sekvenci SSU rDNA
D. fragilis, konkrétné 19 sekvenci z kolonizovanych lidi a jedna z kralika (B174). Kromé toho
byla zahrnuta do kone¢ného souboru dat také sekvence DNA Trichomonas sp. ziskana
ze slepice (B131). Tento soubor dat se sestaval z deseti izolat, u kterych se nam povedlo
ziskat sekvence z obou vldken (B9, B13, B126, B224, B238, B288, B329, B338, B174, B131),
osmi izolatd, u kterych byla do analyz zahrnuta pouze forward sekvence (B113, B326, B328,
B341, B371, B393, B413, B418) a tfi izolaty s pouze revers sekvencemi (B24, B82, B345).
Vysledny fylogeneticky strom (Obr. 4) je jiz publikovany v praci Jirkt et al. (2022), jejiz jsem

spoluautorem.

4.6.0véreni ziskanych sekvenci na pritomnost Dientamoeba fragilis
Sekvence ziskané z pozitivnich vzorki pomoci Sangerova sekvenovani jsem porovnala se
sekvencemi v databazi GenBank™ prostfednictvim platformy BLASTnt. Vétsina ziskanych

sekvenci vykazovala shodu se sekvencemi ulozenymi v databazi nad 97 %.
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Tab. 6: Shrnuti pozitivnich vzorki od lidi a zvitat za pouziti gPCR (N = 88) s Ct hodnotami

a srovnani s vysledky cPCR.

metoda metoda
vzorek | beR | gPCR hogntota hostitel | Y2°"K | cpcR | gPCR ho(fntota hostitel
B45 - + 15 ¢lovék B437 - + 34 ¢lovék
B9 + + 16 ¢lovék B372 - + 35 ¢lovék
B13 + + 17 ¢lovék B375 - + 35 ¢lovék
B126 + + 17 Clovek B286 - + 35 ¢lovek
B226 - + 17 Clovek B289 - + 35 ¢lovek
B288 + + 17 Clovek B49 - + 36 ¢lovek
B312 - + 17 Clovek B378 - + 37 ¢lovek
B328 + + 18 ¢loveék B34 - + 37 ¢lovék
B24 + + 19 ¢lovék B246 - + 37 ¢lovék
B373 + + 19 Clovék B150 - + 38 ¢lovék
B224 + + 20 Clovék B31 - + 38 ¢lovék
B339 + + 20 Clovek B287 - + 38 ¢lovék
B371 + + 20 ¢lovek B325 - + 39 ¢lovék
B32 - + 22 Clovek B331 - + 39 ¢lovék
B345 + + 22 Clovek B291 - + 39 ¢lovék
B418 + + 23 ¢loveék B121 - + 39 ¢loveék
B113 + + 24 Clovék B416 - + 39 ¢lovék
B238 + + 24 ¢loveék B227 - + 39 ¢loveék
B347 - + 24 ¢lovék B245 - + 39 ¢lovék
B414 - + 24 Clovek B41 - + 39 ¢lovék
B82 + + 24 Clovek B234 - + 39 ¢lovék
B329 + + 25 ¢lovek B327 - + 39 ¢lovék
B343 - + 25 Clovek B3 - + 40 ¢lovék
B413 + + 25 ¢lovék B23 - + 40 ¢lovék
B326 + + 26 ¢lovék B35 - + 40 ¢lovék
B341 + + 26 ¢lovék B106 - + 40 ¢lovék
B393 + + 26 ¢loveék B42 - + 40 ¢loveék
B225 - + 27 Clovek B232 - + 40 ¢lovék
B361 - + 27 Clovek B174 + + 23 kralik
B338 + + 28 Clovek B263 - + 28 kralik
B377 + + 28 Clovek B262 - + 29 morce
B424 - + 28 Clovek B163 - + 31 kralik
B346 - + 29 ¢lovék B151 - + 32 kralik
B367 - + 29 ¢loveék B422 - + 33 koza
B124 - + 30 ¢lovék B285 - + 34 kralik
B231 - + 30 ¢loveék B229 - + 38 kocka
B374 - + 31 Clovek B351 - + 38 ovce
B425 - + 31 Clovek B152 - + 39 pes
B430 - + 31 Clovek B171 - + 39 kralik
B431 - + 31 Clovek B337 - + 39 kun
B338 - + 31 Cloveék B369 - + 39 pes
B406 - + 32 Cloveék B137 - + 39 pes
B419 - + 33 ¢loveék B205 - + 40 kun
B280 - + 33 ¢loveék B273 - + 40 pes
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4.7.Vliv vybranych specifickych faktora na vyskyt Dientamoeba fragilis

Na zéklad¢ informaci ziskanych z dotaznikli od dobrovolnikii bylo u vsech lidskych vzorki
pozitivnich na ptitomnost D. fragilis sledovano, existuje-li korelace mezi vyskytem tohoto
prvoka a nékterymi vybranymi faktory, které jsou postupné rozepsany v nasledujicich

kapitolach.

4.7.1. Zivotni styl

Z hlediska vlivu zivotniho stylu na pfitomnost D. fragilis byly zvoleny dva aspekty: (i) zivot
ve mésté versus zivot na vesnici a (ii) vliv cestovani (Tab. 7 a 8). V piipadé druhého faktoru
jsme rozliSovali tfi kategorie, a t0 (a) cestujici mimo Evropu, (b) cestujici pouze v ramci

Evropy a (c) lidé, ktefi do zahrani¢i necestuji.

Co se tyce lokality bydleni, vyssi prevalence D. fragilis byla zjisténa u lidi zijicich na vesnici
(29 %) oproti lidem z méstskych oblasti (23 %, Tab. 7), tento rozdil vSak nebyl statisticky
vyznamny (p = 0,1252). V ptipadé vlivu cestovani jsme pozorovali vyssi prevalenci D. fragilis
mezi cestovateli. Prevalence mezi lidmi cestujicimi v ramci Evropy byla 24 %, zatimco u téch,
ktefi cestuji mimo Evropu 29 % (Tab. 8). Vyznamné se tedy 1isi od prevalence u necestujicich,
ktera ¢ini 15 % (p = 0,0324).

Tab. 7: Prevalence prvoka Dientamoeba fragilis u lidi v zavislosti na misté bydlisté za pouziti

gPCR (N — pocet vzorkl v dané kategorii z celkového mnozstvi obdrzenych vzorku).

Bydlisté N Prevalence
mésto | 213/296 | 23 % (48/213)
vesnice | 83/296 29 % (24/83)

Tab. 8: Prevalence prvoka Dientamoeba fragilis u lidi ve vztahu k cestovani za pouziti gPCR

(N — pocet vzorkl v dané kategorii z celkového mnozstvi obdrzenych vzorki).

Cestovani N Prevalence
vubec 52/296 15 % (8/52)
v ramci EU | 140/296 24 % (34/140)
mimo EU | 104/296 29 % (30/104)
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4.7.2. Kontakt se zviraty

Na zaklad¢ informaci od dobrovolniki tykajicich se kontaktu se zvifaty jsme nasledné lidské
vzorky rozd¢lili do tii skupin: (i) bez kontaktu se zvitaty, (ii) kontakt pouze s domacimi zvitaty
a (iii) kontakt s domacimi i hospodaiskymi zvifaty. Mezi skupinou osob s kontaktem (25 %)
a bez kontaktu se zviraty byl statisticky neprukazny rozdil (23 %; Tab. 9). Vyznamny rozdil
ve vyskytu D. fragilis byl vSak pozorovan mezi skupinou osob, které udavali kontakt jak
s hospodatskymi tak i domacimi zvitaty (36 %) a osobami v kontaktu pouze s domacimi
zvitaty (20 %; p = 0,0037).

Tab. 9: Prevalence prvoka Dientamoeba fragilis u lidi v zavislosti na kontaktu se zvitaty za

pouziti gPCR (N — pocet vzorki v dané kategorii z celkového mnoZzstvi obdrzenych vzorka).

Kontakt se zviiaty N Prevalence
zadny 44/296 23 % (10/44)
domaci zvirata 180/252* 20 % (36/180)
domaci i hospodarska 72/252* 36 % (26/72)

*celkovy pocet dobrovolnikd, kteti jsou v kontaktu se zvitaty

4.7.3. Rodina

Celkem jsme obdrzeli vzorky od 69 rodin, z nichz 34 (tj. 49 %) vzdy zahrnovalo alespon
jednoho ¢lena kolonizovaného D. fragilis. Kromé toho byla D. fragilis detekovana v nékterych
rodinéch, jejichZ ¢lenové byli v izkém kontaktu s doméacim mazli¢kem nebo hospodaiskym
zvifetem, které bylo pozitivni na pfitomnost D. fragilis (za vyuziti qPCR). Jednalo se

konkrétné o kraliky, kocku, kong, psy a malé piezvykavce (Tab. 10).
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Tab. 10: Piehled rodin s jedinci kolonizovanymi prvokem Dientamoeba fragilis. Jsou zde

zahrnuta i zvifata, se kterymi byli tito ¢lenové rodiny v ¢astém kontaktu (N clentl rodiny —

celkovy pocet ¢lent dané rodiny; N pozitivnich ¢lent — pocet pozitivnich ¢lent dané rodiny

za pouziti gPCR).

N ¢lenu rodiny N pozitivnich ¢lent (#vzorek) Pozitivni zviie (#vzorek)
3 3(B371, B372, B373) pes (B369) a kun (B337)
4 3 (B338, B339, B341) ovce (B351)
3 2 (B418, B419) koza (B422)
4 1 (B150) kralik (B151)
4 1 (B49) kralik (B285)
1 1 (B227) kocka (B229)

4.7.4. VEKk a pohlavi

Ziskané vzorky byly rozdéleny do celkem osmi vékovych kategorii (Tab. 11). Nejvyssi

prevalence D. fragilis byla pozorovana ve skupiné 46 let (50 %) a nejnizsi pocet pozitivnich

jedinct byl zjistén u déti do tii let (11 %). Mezi vékovymi kategoriemi vSak nebyly zjistény

signifikantni rozdily (Fisheriv exaktni test; p = 0,91). Stejny zavér byl zjistén, pokud byl vliv

veéku (079 let) modelovan jako spojitd proménna (zobecnény linearni model; ¥2 = 0,30, p =

0,59). Také parova srovnani proporci mezi vSemi vékovymi kategoriemi nezjistila

signifikantni rozdily pomoci binomindlniho exaktniho testu s hodnotami p upravenymi

pomoci Holmovy metody (vSe p > 0,34). V ptipadé vlivu pohlavi nebyl zjistén rozdil

v prevalenci D. fragilis mezi muzi (24 %) a zenami (24 %).

Tab. 11: Vyskyt prvoka Dientamoeba fragilis v jednotlivych vékovych kategoriich (N —

celkovy pocet vzorkt; N pozitivni — pocet pozitivnich vzorkd za vyuziti gPCR).

Vék N N pozitivni | Prevalence (%)
0-3 18 2 11
4-6 14 7 50

7-12 16 7 44

13-17 4 1 25

18-30 73 15 21

31-49 88 21 24

50-60 36 9 25

60+ 47 10 21
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4.8.Ko-infekce Dientamoeba fragilis a jinych stievnich prvokaii.

Soubor vS8ech vzorkiti v nasi laboratofi byl otestovan na pfitomnost nejen D. fragilis, ale
i dalsich stfevnich prvokd, a to G. intestinalis a Blastocystis spp. (Brozova 2021; Lhotska et
al., 2020). Z celkového poctu 296 lidskych vzorkt byli u dvou odhaleni pomoci metody gPCR
vSichni tfi zkoumani prvoci. Spoleénym rysem téchto dvou 0sob bylo cestovani mimo EU
a kontakt s domacimi zvitaty. Dale byla u 29 dobrovolniki zjisténa piitomnost D. fragilis
a zaroven Blastocystis spp. V 35 piipadech byl D. fragilis jediny prvok diagnostikovany

Vv daném vzorku stolice.

4.9.Vnitini inhibice
Vzorky, které vysly negativné na pritomnost G. intestinalis, Blastocystis spp. a D. fragilis
(248), byly podrobeny testu vnitini inhibice. Ukazalo se, ze k wvnitini inhibici nedoslo

u zadného ze vzorku.
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5. Diskuze

Stfevni prvok Dientamoeba fragilis byl objeven roku 1909 parazitologem Charlesem
Wenyonem, ale popsan byl az v roce 1918 (Jepps & Dobell, 1918). Je tedy znam déle nez 100
let, pfesto se o jeho roli v mikrobiomu a zdravi ¢lovéka stale vedou diskuze. V minulosti byl
prvok D. fragilis povazovan za patogena spojovaného S nékterymi stfevnimi onemocnénimi,
jako je naptiklad syndrom drazdivého tra¢niku (IBS — Irritable Bowel Syndrom) (Stark et al.,
2007). V poslednich letech vsak piibyva studii zaméfujicich se na vyskyt D. fragilis
u zdravych jedincti, kde se tento prvok &asto objevuje (Holtman et al., 2016; Ogren et al.,
2015). Tato skute¢nost nas vede k zamysleni a piehodnoceni vnimani role dientaméby

V tlustém stievé ¢lovéka.

K definitivnimu objasnéni role D. fragilis v lidském zdravi a nemoci jsou ov§em zapotiebi
epidemiologické studie provadéné v prvni fadé na zdravych (asymptomatickych) jedincich,
kterych je prozatim velmi malo. Z toho diivodu bylo hlavnim cilem této diplomové préce zjistit
prevalenci D. fragilis v populaci zdravych lidi v Ceské republice. Tato prace je soudasti 3irsi
studie zabyvajici se vyskytem nejen D. fragilis, ale i dalSich stievnich prvokd, jako je
Blastocystis spp. a Giardia intestinalis, v souboru vzorka stolice ziskanych od zdravych
dobrovolnikil (tj. bez stfevnich symptom ¢i onemocnéni) a trusu riznych druht zvitat, ktera

jsou s danymi lidmi v ¢astém kontaktu.

Diagnostika prvoka Dientamoeba fragilis

Vzhledem Kk fragilni povaze trofozoita a malym cystam, které lze v preparatu snadno
prehlédnout, a také podobnosti sjinymi prvoky, je tradi¢ni mikroskopicka diagnostika
pomémné naro¢na a vyzaduje velmi zkuseného pozorovatele (van Gestel et al., 2019).
| v pfipadé molekularnich technik uspéch zavisi na mnoha faktorech, jako naptiklad na
rychlosti zpracovani vzorku, na citlivosti pouzité metody ¢i nakladani s izolovanou DNA ze
vzorku (Hurych et al., 2022; Stensvold et al., 2007). Obecn¢ vyssi citlivosti pro detekci
D. fragilis je dosazeno, kdyz se vySetfeni stolice provadi bezprostiedné po defekaci, ale ve
vétsiné klinickych laboratofi je to obtizné realizovat. Obvykle vzorky stolice dorazi hodiny
(ne-li dny) po vyprazdnéni. Pouzitim klasickych metod, jako je napiiklad piimy roztér stolice,
je bohuzel mozné ve skutecnosti pozitivni vzorek zhodnotit pti diagnostickém procesu jako
negativni, zvlast¢ kdyz je nizka intenzita infekce. Naptiklad kolektiv Sarzhanov et al. (2021)

prokazal nizsi citlivost tradi¢nich mikroskopickych metod pro detekci D. fragilis ve srovnani
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s PCR v realném case (QPCR). Konkrétné v tomto piipadé byla prevalence dientaméby za
pouziti qPCR 12 %, ale mikroskopie neodhalila pfitomnost D. fragilis viibec. Stejné tak autofi
Yildiz et al. (2022) zjistili nizkou spolehlivost v diagnostice s vyuzitim barveni pomoci
trichromu. Z 31 pozitivné vyhodnocenych vzorki pomoci konvenéniho PCR (cPCR) bylo pti
barveni roztéru stolice pozitivnich pouze Sest. Citlivost mikroskopické diagnostiky se nicméné
zvysuje o vice nez 30 %, kdyz jsou vzorky stolice vySetfovany tii po sob& jdouci dny (Hiatt et
al., 1995). To ovSem nic neméni na tom, Zze mikroskopie je velmi naro¢nou diagnostickou

metodou s relativné nizkou citlivosti.

v

Molekularni metody jsou oproti tomu rychlejsi a spolehlivéjsi. Ve srovnani s CPCR a/nebo
mikroskopickym vysetfenim ma qPCR vyssi senzitivitu a specificitu pii detekci D. fragilis.
Nejvhodnéjsi metodou pro rutinni diagnostiku D. fragilis se tedy zda byt qPCR a nékteré
nedavné studie jiz tuto metodu bézné pouzivaji (Caccio, 2018; Calderaro et al., 2010;
Stensvold & Nielsen, 2012). PCR v realném case byla vyuzita i kolektivem Yetismis et al.
(2022) pti prevalen¢ni studii na andulkach vinkovanych (Melopsittacus undulatus), kde byla
prevalence s vyuzitim této molekularni metody 21,3 % (32/150). Mikroskopicky pftistup
s vyuzitim zelezitého hematoxilinu odhalil pfitomnost D. fragilis jen u 13 vzorkd z celkovych
32 pozitivnich. V jiné nedavné studii byly mezi sebou porovnany tfi diagnostické postupy,
a to nativni roztéry, roztéry barvené pomoci trichromu a CPCR. Ta odhalila dientamébu ve 41
vzorcich ze 100, kdeZto barveni trichromem jen ve 14 a nativni roztéry pouze ve 13 (Tolba et
al., 2022).

V této studii jsme se rozhodli pouzit a porovnat citlivost dvou molekularnich ptistupd pro
diagnostiku D. fragilis, a to cPCR a gPCR. Ve skupin¢ lidi, ktera ¢itala celkem 296 jedinct,
jsme pomoci qPCR zjistili celkovou prevalenci 24 %. Bohuzel se nam nepodafilo ziskat
kulturu D. fragilis pro vytvoreni kvantifikacni kiivky pro stanoveni intenzity kolonizace
u pozitivné vyhodnocenych subjektd pomoci qPCR jako naptiklad v piipad€ prvoka
Blastocystis spp. (Sloufova et al., 2022). Misto toho jsme tedy pouzili Ct hodnoty, které jsou
dany konkrétnim amplifika¢nim cyklem, pfi kterém uroven fluorescenc¢niho signalu pfevysuje
fluorescenci pozadi, a tedy pfimo koreluje s mnozstvim DNA v analyzovaném vzorku. I pies
nesnaze se nam nakonec podafilo optimalizovat qPCR protokol pro detekci D. fragilis

Vv lidskych i zvifecich vzorcich.

Dil¢im cilem této diplomové prace bylo také porovnat citlivost pro detekci D. fragilis mezi

gPCR a cPCR v lidskych vzorcich. Real-time PCR identifikovala o 50 pozitivnich vzorkt vice
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nez cPCR, a byla statisticky vyhodnocena jako citlivejsi metoda pro detekci D. fragilis. Oproti
tomu prevalence zaloZena na cPCR byla 7 %. Ke stejnym zavéram dospéla i studie Sloufova
et al. (2022) porovnavajici citlivost molekularnich metod pro detekci jinych sttevnich prvokii,

Vv tomto piipadé Blastocystis spp.

Prevalence prvoka Dientamoeba fragilis

Dientamoeba. fragilis je kosmopolitné rozsifeny stfevni prvok, jehoZ prevalence se pohybuje
v rozmezi od 0,4 do 91 % (Cengiz et al., 2009; Chan et al., 1996). Dfive se tento prvok
objevoval hlavn¢ ve studiich zaméfenych na osoby trpici zazivacimi obtizemi, ale v posledni
dobé¢ piibyva i vyzkumd, které se zaméfuji na zdravé jedince. Data o vyskytu D. fragilis
u asymptomatickych lidi (tj. jedinct bez gastrointestinalnich pfiznak nebo onemocnéni) jsou
i v soucasné dobé dostupna piedevsim z kontrolnich skupin, zafazenych do studii zkoumajici
pacienty s ruznymi gastrointestinalni problémy, jako je naptiklad akutni nebo chronicky
prijem ¢i zanétlivé onemocnéni stiev (IBD - Inflammatory Bowel Disease). Na zakladé téchto
dat bylo zjisténo, Ze se prevalence D. fragilis u zdravych lidi pohybuje mezi 36 % a 71 %
(Brands et al., 2019; Bruijnesteijn van Coppenraet et al., 2015; de Jong et al., 2014; Jokelainen
et al., 2017; Krogsgaard et al., 2015). Protoze epidemiologické studie pouzivaji stale kromeé
molekularnich metod i klasické koproskopické ptistupy, které se mohou vzajemné lisit ve
specificité a senzitivité (Caccio, 2018), porovnala jsem nase vysledky hlavné se studiemi

vyuzivajici qPCR.

Vliv specifickych faktori na vyskyt prvoka Dientamoeba fragilis u zdravych jedinci

Jednim z dil¢ich cili této diplomové prace bylo zjistit, zda existuji n¢jaké korelace mezi
ur¢itymi specifickymi faktory a ptitomnosti D. fragilis u lidi. Na zakladé n€kolika vyzkumi
se ukazuje, ze prevalenci D. fragilis muze ovliviiovat vék, geograficka poloha nebo vyspélost
daného statu (Caccio et al., 2018; Chan et al., 2016). V této praci jsem se zaméfila na vliv
né&kolika ze zminénych proménnych na vyskyt D. fragilis u zdravych dobrovolnikil v Ceské
republice, a to konkrétné na vliv lokality bydlisté (Zivot ve mésté versus zivot na venkove),
kontaktu se zvitaty (hospodaiskymi a domacimi), cestovani (v ramci Evropy i mimo ni), véku
a pohlavi. Zdrojem téchto informaci byly anonymni dotazniky z pfedchozi studie nasi

laboratofe zaméfujici se na vyskyt prvoka Blastocystis spp. ve zdravé populaci lidi v Ceské
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republice (Lhotska et al., 2020). Bohuzel se nam nepodaftilo ziskat stejny pocet vzorkl ve
vSech veékovych kategoriich, ¢imz mohou byt vysledky této prace ¢astecné ovlivnéné. Vék
ucastnik této studie se pohyboval v rozmezi Sesti tydnti az 79 let. Dale miize byt pfitomnost
D. fragilis ve vzorcich ovlivnén i kvalitou vzorkd, jejich skladovanim, pfipadné Cetnosti

zmrazovani a rozmrazovani pii praci s DNA (Hurych et al., 2022).

) Zivot ve mésté/na vesnici

Na téma vlivu lokality bydlisté na prevalenci D. fragilis zatim mnoho studii neexistuje, pouze
Heusinkveld et al. (2016) popsal castéjsi vyskyt tohoto prvoka u obyvatel venkova.
Predpoklada se, ze 1idé zijici na vesnici maji vy$si pravdépodobnost setkat se s moznymi zdroji
dientaméby, kterymi mize byt kontaminovana voda ¢i potrava (Bager et al., 2018). Vysledky
nasi studie odhaluji vyssi prevalenci u lidi Zijicich na vsi (29 %), zatimco u lidi z mésta byla

prevalence 23 %.

i) kontakt se zviraty

V nasi studii jsme piekvapivé nezjistili zadny vyznamny vliv kontaktu se zvifaty na vyskyt
D. fragilis u lidi. Tyto vysledky se shoduji se studii Stark et al. (2012), ve které autofi dosli
k zavéru, ze domaci zvitata nehrala zadnou roli v ptenosu D. fragilis na své majitele. Nicméné
jsme prokazali mozny vliv chovu nékterych hospodaiskych zvifat (tj. kun, ovce, koza, kralik),
protoze vice nez tfetina téchto chovateli byla kolonizovana (36 %). Prevalence D. fragilis
u majitelt domacich zvifat byla o néco nizsi (20 %) nez u dobrovolnikd, ktefi v kontaktu
se zvitaty nebyli (23 %). Podobné¢ i celkova prevalence u lidi, kteti uvedli jakykoliv kontakt
se zviraty, byla taktéz 23 %. Na zaklad¢ téchto faktd ovSem nemlZeme vyvozovat Zadné
zavéry ohledné zoonotického pienosu, jelikoz pritomnost D. fragilis u zvitat byla potvrzena
pouze s vyuzitim (PCR, a bohuZel jsme nebyli schopni ziskat sekvence pro posouzeni
genetické diverzity. V nedavné studii Yildiz et al. (2022) se podafilo ziskat sekvence ze vzorki
skotu chovaného na farmach, a vzdy se jednalo o Genotyp 1, ktery je nejbéznéjsim typem
I ulidi, coz mtize zoonoticky pfenos naznaCovat. Bohuzel majitelé téchto zvifat nebyli zahrnuti
do studie. Stejn¢ tak autorsky kolektiv Yetismis et al. (2022), ktery zkoumal prevalenci
u andulek vinkovanych chovanych v zajeti (21,3 %), se zaméfil pouze na zvirata a nikoli

na majitele. 1 zde byl zjistén Genotyp 1. Naopak v Italii, kde byla provedena studie na
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prasatech, zahrnuli do fylogenetickych analyz i vzorky od farmatri. V tomto ptipadé byl
pozorovan Genotyp 1 jak u prasat, tak jejich oSetfovateld, coz naznaCuje moznost

zoonotického prenosu (Caccio et al., 2012b).

iii) cestovani

Prevalence D. fragilis v evropskych zemich je ve vétsing ptipadli udavana kolem 25 % (de
Boer et al., 2020; Jokelainen et al., 2017; Krogsgaard et al., 2015; Menéndez et al., 2019),
zatimco v rozvojovych zemich je vétSinou o néco nizsi (okolo 10 %) (Aykur et al., 2019;
David et al., 2015; Greigert et al., 2018; Sarafraz et al., 2013). VSechny lidské vzorky v nasem
souboru byly rozdéleny do tii skupin, a to (i) lidé, ktefi necestuji; (ii) lidé, ktefi cestuji pouze
v ramci Evropy; (ii1) lidé, ktefi cestuji i mimo Evropu. Nejvyssi prevalence dientaméby byla
zaznamenana u lidi, ktefi cestuji i mimo Evropu (29 %). O poznani niz§i byla prevalence
u lidi, ktefi necestuji viibec, a to 15 %. U cestovatelt v ramci Evropy byla prevalence 24 %.
Cestovani, jako mozny faktor pfispivajici k vyssi pravdépodobnosti kolonizace D. fragilis, byl
zkouman i v né€kolika dalSich studiich (Norberg et al., 2003; Stark et al., 2005b), které se
ovSem na rozdil od nas zaméfovaly na pacienty S riznymi stfevnimi obtizemi. Vliv cestovani
na zdravé jedince zkoumal naptiklad Jokelainen et al. (2017), v jehoz studii byly zahrnuty déti
do Sesti let. Zde 82 % déti, které¢ v nedavné dobé cestovaly do zahrani¢ni, bylo pozitivnich na

D. fragilis.

iv) vék a pohlavi

Obecné se predpoklada ¢astéjsi vyskyt D. fragilis u déti do 15 let véku (Menéndez et al., 2019;
Norberg et al., 2003)). Nase vysledky ukazaly casty vyskyt D. fragilis ve skupiné déti mezi
sedmym a dvanactym rokem véku (44 %) a dokonce 50 % u déti ve veéku od Ctyt do Sesti let,
nebyly tyto rozdily tolik statisticky vyznamné jako v jinych studiich (Aykur et al., 2019;
Lagacé-Wiens et al., 2006). Toto muze byt zpisobeno nerovnomérnym poctem vzorki
Vv jednotlivych vékovych kategoriich, jak bylo jiz zminéno vyse. Vyskyt D. fragilis v ostatnich
vékovych skupinach byl velmi podobny. Dalsi studie z poslednich let také ukazuji, Ze se
D. fragilis vyskytuje castéji u déti (Fletcher et al., 2014; Menéndez et al., 2019; Norberg et al.,
2003). Napriklad ve studii de Boer et al. (2020) byla nejvyssi prevalence D. fragilis

29



pozorovana u mladistvych do 20 let véku a stejné tak i kolektiv Lagacé-Wiens et al. (2006)

pozoroval dientamébu nejcastéji u chlapct ve véku mezi 16 a 20 let, ato 11,5 %.

Vyskyt prvoka Dientamoeba fragilis v ramci rodin

Béhem této studie se povedlo ziskat vzorky od celkem 69 rodin, a to vzdy od vice ¢lent kazdé
z nich. Vysledky ukazaly, ze alespoii jeden ¢len rodiny byl pozitivni na pfitomnost D. fragilis
u téméf poloviny rodin (49 %), ale vétsinou se jednalo o vice pozitivnich ¢lent. Nase vysledky
také naznacuji, Ze pozitivni ¢lenové jedné rodiny by mohly byt kolonizovani ze stejného
zdroje, protoze u Sesti z nich jsme také detekovali pritomnost D. fragilis i u jejich zvifat.
Bohuzel kvuli chybéjicim sekvencim v pifipade zvitecich vzorki jsme nebyli schopni potvrdit
zoonoticky pfenos. Prevalencnich studii, které by se zabyvaly vyskytem piipadnych prenost
D. fragilis mezi jednotlivymi ¢leny rodiny, je dosud velmi malo. Napiiklad kolektiv
Heusinkveld et al. (2016) zahrnul do své epidemiologické studie celkem 981 déti a 971 rodicu,

pfi¢emz vyssi prevalence byla pozorovana v rodinach s vice nez jednim ditétem.

Ko-infekce prvokii Dientamoeba fragilis a Blastocystis spp.

Nas soubor lidskych vzork byl podroben diagnostice dalSich prvoku, a to G. intestinalis
a Blastocystis spp., ktefi byli pfedmétem jinych studii v nasi laboratofi (Brozova, 2021;
Lhotska et al., 2020; Sloufova et al., 2022). Tento fakt mi umoznil sledovat ko-infekci vice
prvokli ve studovanych lidskych vzorcich. Na zéklad¢ vysledkii pfedchozich studii nasi
laboratote jsme zjistili, Ze témét v poloviné vzorkd (konkrétné 46 %) od dobrovolniki
kolonizovanych prvokem D. fragilis, byla zjisténa koinfekce s Blastocystis spp. Tyto vzorky
(respektive jedince) spojovalo nékolik faktorti, konkrétné Casty kontakt se zvitaty a cestovani.
Spole¢ny vyskyt téchto dvou prvoki miize naznacovat, Ze existuji sdilené zdroje pfenosu nebo
oba druhy preferuji podobné podminky ve stfevé hostitele. Koinfekce vSech tii prvokl
(D. fragilis, Blastocystis spp. a G. intestinalis) byla pozorovana pouze ve dvou ptipadech, kdy
spole¢nym jmenovatelem bylo cestovani mimo Evropu a kontakt s domacimi mazlicky.
Koinfekce D. fragilis a Blastocystis spp. byly zkoumany i v jinych studiich, které se vSak na
rozdil od nasi studie zaméfovaly predevSim na pacienty s gastrointestindlnim onemocnénim
(Aykur et al., 2019; Piubelli et al., 2019). Konkrétné napiiklad autofi studie z roku 2022
pozorovali koinfekci D. fragilis a Blastocystis spp. u 33,6% (248/739) pacientu (Burgaia et
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al., 2019). O poznani niz$i mira koinfekce obou prvokt byla pozorovana v jiné studii, a to
prevalence 4,2 % (8/193) u imunokompetentnich a 1,6 % (4/245) u imunodeficientnich

ucastnika (Sarzhanov et al., 2021).

Vyskyt prvoka Dientamoeba fragilis u zvirat

Nase studie zahrnuje celkem 135 vzorkt ziskanych od 18 druhti zvitat, kterd byla s Gcastniky
v ¢astém kontaktu. Celkem 11 % z téchto zvifat bylo pozitivnich na D. fragilis s vyuzitim
metody qPCR. Dientaméba byla detekovana u sedmi zivo¢isnych druht, a to konkrétné u pst
(4/55), kocky (1/19), ovce (1/6), kralika (5/13), koni (2/15), kozy (1/4) a morcete (1/2). Tyto
(kocky a psi), nicméné ovce byla zatim diagnostikovdna pouze pomoci koproskopickych
metod (Chan et al., 2016; Noble & Noble, 1952; Yildiz et al., 2022). Oproti studii Yetismis et
al. (2022), kde byla zjisténa prevalence u domacich andulek vinkovanych 21,3 %, jsme
neodhalili dientamébu v zadném ptacim vzorku. Nase studie nezjistila D. fragilis ani
u domacich prasat, na rozdil od studii provedenych v Italii (Caccio et al., 2012; Crotti et al.,
2007). Autofi téchto studii naopak pozorovali vysokou prevalenci D. fragilis.
Z hospodatskych zvitat byla popsana D. fragilis také u krav (Yildiz et al., 2022), u kterych
dosahovala prevalence 19 %, a u vSech vzorki se jednalo o Genotyp 1. Je ptekvapivé, ze
v rozsahlé studii Chan et al. (2016) byla D. fragilis objevena pouze ve dvou vzorcich trusu

z celkem 420 zkoumanych zvifat, a to u jednoho psa a kocky z celkového poctu 37 druhii.

Geneticka diverzita

Geneticka diverzita D. fragilis je v porovnani s ostatnimi prvoky pomérné nizka (Caccio et
al., 2016; Ryan & Caccio, 2013). Ve vétsiné studii muzeme dosud najit pouze dva hlavni
genotypy, které byly navrzeny na zaklad€ variability tfi gend, a to SSU rRNA, EF-la
(elongacni faktor 1a) a aktin (Johnson et al., 2004; Stark et al., 2005b; Stensvold et al., 2013).
Tyto genotypy se oznacuji jako Genotyp 1 a Genotyp 2, nicméné se v literatufe objevuje
i oznaceni Bi / PA. Roku 2009 prob¢hla studie, kde autoti Hussein et al. (2009) pouzili pro
zkoumani genetické variability metodu HRM (High Resolution Melting), kterd v rdmci 30
vzorkll pacientil trpicich prijmem a syndromem drazdivého tracniku odhalila ¢tyfi skupiny

D. fragilis. Nicméné neni dalsi studie, ktera by tyto vysledky zopakovala. Vétsina praci
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zabyvajicich se fylogenetickou identifikaci izolati D. fragilis popisuje nejcastéji
se vyskytujici Genotyp 1 napfic hostiteli (¢lovek, zvite), a také u pacientli i asymptomatickych
jedincu (Greigert et al., 2018; Unalan-Altintop et al., 2022; Yetismis et al., 2022; Yildiz et al.,
2022). Na vysledky moji magisterské prace jesté navazuji fylogenetické vysledky, které jsou
jiz publikované v praci Jirkt et al. (2022), jejiz jsem spoluautorem. Tyto vysledky ukazaly, ze
u lidi se vyskytoval pouze Genotyp 1. U zvifat genotyp nebyl urcen, protoze nebylo mozné
ziskat sekvence, ziejmé kvili nizkym intenzitam infekci, jak ukazaly Ct hodnoty v gPCR
(Tab. 6). Nicmén¢ podafilo se ziskat sekvenci z kralika, ktera na zakladé fylogenetického
stromu (Obr. 4) poukazuje na moznost vyskytu velmi pfibuzného prvoka D. fragilis, ktery
ovSem nebyl zatim popsan. Tato sekvence rDNA SSU byla pomoci databaze BlastNt uréena
jako D. fragilis, ale nase fylogenetické analyzy ukazaly, Ze jde o silné¢ podporovanou
samostatnou vétev vedle D. fragilis, Histomonas meleagridis a Parahistomonas wenrichi.
Tato fakta poukazuji na fakt, Ze je zapotiebi optimalizovat nové protokoly vice specifictéjsi

pro diagnostiku D. fragilis.
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Obr. 4: SSU rDNA strom ze sekvenci SSU rDNA Dientamoeba fragilis vypo¢itanych pomoci
IQTree. Cisla vy$e uvedenych vétvi piedstavuji maximalni pravdépodobnost podpory
bootstrapu vypoctena z 10 000 UFBoot. Lista méfitka pfedstavuje 10 substituci na 100 pozic.

Nové sekvence jsou v Cervené barveé (Jirkd et al., 2022).
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6. Zavér

V ramci své diplomové prace jsem analyzovala soubor 296 vzorkt stolice od dobrovolnikt
z fad obcéant Ceské republiky, ktefi netrpi Zadnym stievnim onemocnénim a 135 vzorki od
zvitat, kterd byla s danymi lidmi v ¢astém kontaktu. S vyuzitim dvou molekularnich metod,
konven¢ni PCR (cPCR) a PCR v redlném case (qPCR), jsem dany soubor otestovala na

pfitomnost prvoka Dientamoeba fragilis, coz bylo hlavnim cilem této prace.

Konven¢ni PCR odhalila D. fragilis v 31 lidskych vzorcich a jednom zvifecim. Sangerovo
sekvenovani potvrdilo pfitomnost D. fragilis ve 23 piipadech, coz znaci prevalenci 7 %
(22/296) u lidi a 0,7 % u zvifat (1/135). Real-time PCR odhalila prvoka D. fragilis v 72
lidskych vzorcich, coz znamena prevalenci 24 % (72/296) a v 15 zvifecich vzorcich (11%;
15/135). Pozitivné vyhodnocena zvifata jsou psi (Canis lupus familiaris), kocka (Felis
silvestris catus), morce (Cavia aperea porcellus), kralici (Oryctolagus cuniculus domesticus),
koza (Capra aegagrus hircus), ovce (Ovis aries) a kon¢ (Equus caballus). VSechny pozitivné
detekované vzorky pomoci metody cPCR (které byly nésledné potvrzeny Sangerovym
sekvenovanim), byly pozitivni i s vyuzitim qPCR. Na zaklad¢ vysledki danych dvou
molekularnich pfistupti pouze u lidskych vzorkti (N=296) jsem vyhodnotila jejich citlivost
a spolehlivost, coz bylo jednim z dil¢ich cili mé diplomové prace. S pouzitim McNemarova

testu bylo potvrzeno, ze qPCR je vyznamné citlivéjsi metodou pro diagnostiku D. fragilis.

vvvvvv

Nasledné jsem vyhodnotila, které z nami stanovenych faktord mohou mit vliv na kolonizaci
timto prvokem, coz byl tfeti dil¢i cil mé diplomové prace. Rozhodli jsme se sledovat vliv
zivotniho stylu, coz zahrnovalo misto bydlisté (mésto/vesnice) a cestovani (v rdmci Evropy,
mimo Evropu a necestovani). Co se tyCe lokality bydleni, tak vys§i prevalence byla
pozorovana u lidi Zijicich na vesnici oproti lidem z mést, nicmén¢ tento rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Ohledné cestovani byla nejvyssi prevalence dientaméby zjiSténa u lidi cestujicich
mimo Evropu a nejnizsi u lidi, kteti do zahrani¢i necestuji vibec. Dal§im sledovanym
faktorem byl kontakt se zvifaty, kde se ukazalo, Ze nejcastéji se D. fragilis vyskytuje u jedinct,
ktefi jsou v Castém kontaktu jak s domacimi mazlicky, tak s hospodaiskymi zvitaty. Co se tyce
veku, tak nejcastéji byl prvok D. fragilis pozorovan u déti ve véku ¢ty az Sesti let. V ramci
pohlavi nebyl v prevalenci mezi muzi a Zenami zZadny rozdil. Nicméné se nam nepodaftilo
nashromézdit rovnomérny pocet vzorki ve vSech veékovych kategoriich, proto nelze

vyvozovat vaznéjsi zavery.
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Na zékladé vysledkt dalSich prevalen¢nich studii, konkrétné¢ prvokt G. intestinalis
a Blastocystis spp., provedenych nasi laboratofi na stejném souboru dobrovolnik, jsme zjistili

castou ko-infekci D. fragilis a Blastocystis spp.
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