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Anotace:

The main aim of this study was to summarize available information about the gut protist
Dientamoeba fragilis with special focus on the influence of selected factors such as age,
gender, travelling or lifestyle to its colonization. It was first described in 1918 by Jepps and
Dobell. First, D. fragilis was classified as an amoeba but later, based on molecular studies,
was revealed that it is closely related to the trichomonads. Dientamoeba fragilis has three life
forms — cyst, precyst and trophozoite. Until recently, only trophozoite of D. fragilis stage was
known and the way of transmission between individuals was not clear. Thus, it was
hypothetised that D. fragilis trophozoites are transmitted with eggs of some worms colonizing
gastrointestinal tract. Recently, the cyst and precyst stages were discovered. In addition to
humans, the presence of D. fragilis has been observed in primates, pigs and some pets. Mice
seem to be successful experimental models. In terms of age factor, D. fragilis is most common
in young children. There have not been revealed any correlations between occurrence of D.
fragilis and gender. Pathogenicity of D. fragilis is another controversial fact about this
organism. In past, it was considered a pathogen causing gastrointestinal disorders, mainly in
children. However, a few recent epidemiological studies focused on healthy human population
highlighted that D. fragilis appears to be more common in people without no gastrointestinal
problems. Despite of this, there is still a small number of epidemiological studies on people
with no intestinal problems, thus, it is difficult to compare prevalence of D. fragilis between
healthy populations and patients suffering from intestinal diseases. Occurrence of D. fragilis
iIs more prevalent in developed countries in contrast to Western populations. RT-PCR was
evaluated as the most optimal method of detection of this organism from stool samples. The
role of this intestinal protist in health and disease remains the subject of scientific discussions.
But according to some new studies this organism tends to commensal character in the human
body. At the end of this theoretical work is a brief summary of the current experimental work,

which will be presented in detail in the master thesis.
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1. Uvod

Ackoli je pritomnost riznych organismii v lidském téle znamé vice nez sto let, teprve
na pocatku 21. stoleti védci zacali odhalovat rozsah osidleni a diverzitu mikroorganismi
v lidském téle, a to diky Sirokému pouziti novych diagnostickych metod. Velka pozornost je
vénovana stfevnimu mikrobiomu, ktery se ukazuje jako velmi rozmanity a dynamicky
ekosystém. Vzhledem k hlubSimu rozpoznavani jeho role ve zdravi i nemoci ziskal statut
,hového organu‘ (Baquero a Nombela, 2012). Je tvofen bakteriemi, viry, mikroskopiskymi
houbami, fasami, archebakteriemi a eukaryotnimi organismy, jedno- i mnohobunécnymi

(mezi né€ patfi prvoci a helminti).

Stfevni mikrobiom mé zésadni vliv na lidské zdravi v prvnim pilroce Zivota ¢lovéka, kdy
se zacina formovat a vyvijet imunitni systém a zaroven i jeho regulace (Lazar et al., 2018).
Hygienicka hypotéza, kterou publikoval v roce 1989 D. P. Strachan tik4, Ze snizena expozice
jedince vuci environmentalnim mikroorganismiim, piedevS§im v prubéhu détstvi, zvySuje
riziko manifestace imunitné zprostiedkovanych onemocnéni (Strachan, 1989). Pozdéji byla
tato hypotéza preformulovana a rozvedena na tzv. ,,0ld Friends* hypotézu, ktera pojednava
o vyznamu mikroorganismi pro vyvoj a regulaci imunitniho systému (Rook, 2012). ,,0ld
Friends* se stali soucasti naSeho mikrobiomu v priibéhu prvni epidemiologické transmise (tj.
obdobi neolitické revoluce) a diky koevoluci se stali podstatnou komponentou pro lidské
zdravi. Zdtvodu jejich pozdéjsiho odstranéni z prostiedi ¢lovéka béhem druhé
epidemiologické transmise (jehoz pocatek se datuje do prumyslové revoluce a pietrvava
dodnes) doslo ke snizovani diverzity stievniho bakterialniho mikrobiomu. To ma dopad na
nastaveni a fungovani imunitniho systému ¢lov€ka a tim padem pfispiva k soucasnému
vzestupu imunitné zprostfedkovanych onemocnéni v tzv. Zapadnim svété (Rook, 2012; Rook
etal., 2014).

Skupina imunitn¢ zprostiedkovanych onemocnéni zahrnuje hypersenzitivity, jakymi jsou
pfedevSim rizné alergie ¢i alergické astma (Parker a Ollerton, 2013). Dale zahrnuje také
autoimunitni onemocnéni, naptiklad celiakii, roztrousenou sklerozu nebo nespecifické stievni
zangty, jako je napiiklad Crohnova choroba. Skokovy nartst téchto nemoci byl davan
do souvislosti s modernim zplsobem Zivota, jehoZ soucésti jsou vyssi hygienické navyky,
ptistup k chemicky upravované vod¢ a potravinam a v neposledni fadé¢ nadmérné uzivani
antibiotik (Parker a Ollerton, 2013; Rook, 2012; Rook et al., 2014; Rook et al., 2017

Strachan, 1989). Vlivem vsech téchto faktori se postupné omezuje spektrum mikroorganismut
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V nasem prostiedi a nasledné také snizuje mnozstvi ,,0ld Friends* ve stfevnim mikrobiomu
clovéka. Velké mnozstvi védeckych poznatkl ziskanych béhem posledniho desetileti pfinasi
dikazy, ze stfevni mikroorganismy jsou nepostradatelné pro spravny vyvoj lidského
imunitniho systému a jeho regulaci. Dtilezitou roli hraje nejen rozmanitost jeho slozeni, ale

i jeho stabilita a kompozice jednotlivych skupin mikroorganismu (Lazar et al., 2018).

Vyzkum stfevniho mikrobiomu se dosud zamétoval predev§im na bakterialni slozku, zatimco
ostatni organismy, naptiklad stfevni prvoci, byli opomijeni. Nedavny vyzkum ale poukazuje
na vyznamny vliv stfevnich prvoki (zejména komenzalnich) ve zdravi a nemoci, ale i na to,
ze jejich role v ramci stfevniho mikrobiomu se teprve zacina objasiiovat (Chabé et al., 2017,
Lukes$ et al., 2015). Proto jsou dnes prvoci Blastocystis spp., Giardia intestinalis nebo

Dientamoeba fragilis predmétem mnoha recentnich studii.

Tato prace si klade za cil shrnout dosavadni poznatky o stfevnim prvoku Dientamoeba

fragilis, o jehoZ roli a vyznamu v lidském mikrobiomu se ve védecké komunité vedou dodnes

spory.



2. Cile prace

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

fragilis, jehoz role v lidském zdravi a nemoci neni dosud zcela jasna.

Pro splnéni hlavniho zaméru byly vyty¢eny nésledujici dil¢i cile:

shrnout zakladni poznatky o prvoku D. fragilis;

e aktualizovat informace o vyskytu D. fragilis u zdravych lidi a pacientd trpicich
stfevnimi onemocnénimi;

e srovnat idaje o vyskytu D. fragilis u lidi v zapadni spole¢nosti a zemich tietiho svéta;

e shrnout znalosti o faktorech, které mohou ovliviiovat vyskyt D. fragilis u zdravych lidi

(napt. vék, pohlavi, Zivotni styl, cestovani apod.);



3. Biologie prvoka Dientamoeba fragilis

3.1. Taxonomie

Prvok Dientamoeba fragilis byl objeven anglickym parazitologem Charlesem Wenyonem
roku 1909, avsak popsali jej az v roce 1918 Margaret Jepps a Clifford Dobell (Jepps a Dobell,
1918). Ti zminény organismus zafadili na zaklad¢ morfologie ve stadiu trofozoita
(dvoujaderné formy) a absenci stadia cysty mezi améby. Pozdéji, pti dalSich pozorovanich,
byly objeveny struktury, které odpovidaji slozkdm parabazalniho aparatu znamého u
trichomonad (Camp et al., 1974). Na zakladé vysledkii pozorovani pomoci elektronové
mikroskopie a molekularné-fylogenetickych analyz se potvrdilo, ze D. fragilis je
s trichomonadami blizce piibuzna (Camp et al., 1974; Dwyer, 1972; Silberman et al., 1996;
Talis, 1967). Dnes se tudiz i pies zavadéjici pojmenovani fadi mezi Parabasalia:
Trichomonadida (Stark et al., 2016).

3.2. Morfologicka stadia

V zivotnim cyklu D. fragilis byla dlouho znama pouze forma trofozoita. Nedavné studie ale

popisuji i stadium cysty a precysty (Obr. 1 a 2) (Stark et al., 2014).
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Obr. 1: Stadia prvoka Dientamoeba fragilis: cysta, precysta, trofozoit (adaptovano dle
publikace Stark et al., 2014).



Obr. 2: Stadia prvoka Dientamoeba fragilis: (A-C) trofozoit, (D-F) precysta, (G-1) cysta,
(adaptovano dle publikace Stark et al., 2014).

3.2.1.Stadium trofozoita

Rozméry trofozoita D. fragilis se pohybuji mezi 4 az 20 um, nejéastéji vSak v rozmezi 5 az
15 um (Dobell, 1940; Jepps a Dobell, 1918). Udaje ziskané méfenim pomoci svételné
mikroskopie byly také potvrzeny modernéjSimi zobrazovacimi technikami, jako je naptiklad
skenovaci elektronovd mikroskopie (SEM) nebo transmisni elektronova mikroskopie (TEM).
Ty potvrdily nejen primérnou velikost trofozoita 4 az 10 pum, ale odhalily i specifické
povrchové struktury (Obr. 3). Na zéklad€ struktury bunécného povrchu byly klasifikovany
hladké bunky (tzv. ,,smooth cells*) a tzv. zvinéné buniky (,,ruffled cells*), pficemz Castéji se
vyskytuje typ zvinénych bunék (Banik et al., 2012). Statisticky vyznamny rozdil ve velikosti

mezi témito morfologickymi formami nebyl zaznamenan.



Obr. 3: Fotografie ze skenovaci elektronové mikroskopie zobrazujici dva typy prvoka D.

fragilis na zaklad¢ rizného bunééného povrchu: (A) hladka buika, (B) zvinéna burika
(adaptovano dle publikace Banik et al., 2012).

Typicky ma trofozoit D. fragilis kulovity nebo ovalny tvar s granulovanou vakuovou
cytoplazmou (Banik et al., 2012). Trofozoité jsou ve vétsin€ piipadt dvoujaderné bunky, ale
vyskytuji se obcas i v jednojaderné formé, v poméru 4:1. Tato ¢isla ov§em mohou kolisat
Vv zavislosti na stupni vyvoje bunky v okamziku sledovani a dynamice populace (Tab. 1).
V ptipad€ rychlého nartistu populace se zvySuje podil mladych (jednojadernych) stadii
(Dobell, 1940; Stark et al., 2016).

Tab. 1.: Procentualni zastoupeni jednojadernych (1N) a dvoujadernych (2N) forem prvoka

Dientamoeba fragilis v mladé a star$i kultufe (adaptovano dle publikace Dobell, 1940).

stafi kultury | celkovy pocet jedincli | mnozstvi 1N (%) | mnoZstvi 2N (%)

40 hodin 500 52,2 47,8

7 dni 600 11,5 88,5




3.2.2.Stadium cysty

O moznosti existence cyst v zivotnim cyklu dientaméby se spekulovalo jiz na pocatku
minulého stoleti (Jepps a Dobell, 1918). Roku 1923 americky zoolog Charles Kofoid popsal
staddium cysty (Kofoid, 1923), ale Dobell po dlouholetém sledovani toho organismu stddium

cysty zamitl (Dobell, 1940).

Jejich existence byla nakonec potvrzena se zavedenim experimentalniho modelu pro studium
infekce a pienosu D. fragilis (Munasinghe et al., 2013). Po oralni inokulaci mysi trofozoity

D. fragilis z in vitro kultury byla v trusu infikovanych zvitat nalezena stadia cyst (Obr. 4).

Dalsi studie poukazala na pfitomnost cyst i v lidskych vzorcich (Stark et al., 2014). V ramci
patrani po stadiich cyst D. fragilis byl vySetien znacny pocet trvale barvenych roztérd
od pacientl s vyuzitim svételné mikroskopie. Celkem bylo nalezeno pouhych pét cyst u Ctyt
ze 47 pacienti (Stark et al., 2014). Takto nizky vyskyt stadia cysty je pravdépodobné
divodem, pro¢ Dobell neuspél pii jejim hledani (Dobell, 1940). Morfologicky se cysty ve

vzorcich lidi ¢i zvifat nelisi (Obr. 5).

Obr. 4: Dvoujaderna cysta prvoka Dientamoeba fragilis detekovana v trusu infikovanych
mysi. Méfitko oznacuje velikost 5 um, n - jadra, w — bunécné sténa, ¢ — ,,zone of clearance*

(adaptovano dle publikace Munasinghe et al., 2013).



Obr. 5: Cysty Dientamoeba fragilis detekované (A) ve vzorcich trusu experimentalné

kolonizovanych mysi a (B) v lidském vzorku (adaptovano dle publikace Stark et al., 2014).

3.2.3. Stadium precysty

Stadium precysty se vyznacuje kompaktnim kulovym tvarem a velikosti 3,5 az 5 pum
v priméru (Jepps a Dobell, 1918; Kofoid, 1923). Vyskytuje se jednojadernd i dvoujaderna
forma s jemn¢ zrnitou cytoplazmou (Wenrich, 1936). Cytoplazma je homogenni a za pouZiti
barviva zelezity hetamoxylin se zbarvuje sytéji, nez cytoplazma zbylych dvou stadii. To

naznacuje jeji hustsi strukturu (Stark et al., 2014).

3.3. Zivotni cyklus

Na rozdil od vétSiny ostatnich stfevnich prvoki je o zivotnim cyklu, pienosu a epidemiologii
D. fragilis znamo jen velmi malo. Obecné je mozné fici, Ze prvoci osidlujici stfevo hostitele
se prenasi fekalné-ordlni cestou a obvykle maji stadia cyst, kterd umoznuje jejich pieZiti

ve vn&jS$im prostiedi.

Zivotni cyklus D. fragilis a jeji pfenos mezi hostiteli byl donedavna pro védce zahadou.
Dutvodem byla znalost pouze jednoho jejiho zivotniho stadia — trofozoita, ktery je velmi
nestabilni ve vnéjSim prostfedi a v exkrementu hostitele se za ptfitomnosti kysliku rozpada
do 48 hodin (Clark et al., 2014; Johnson et al., 2004; Stark et al., 2010b). Jak bylo ale uvedeno
vyse, jsou u D. fragilis dnes popsana uz tfi zivotni stadia, ktera kompletuji zivotni cyklus

mimo hostitelsky organismus.



Jesté nedavna znalost jen jediného stadia — trofozoitii — v Zivotnim cyklu dientaméby logicky
vyvolavala otazku, jak je prendsena (Obr. 6). Pfed objevenim stidia cysty se uvazovalo
o moznosti pienosu D. fragilis pomoci vajicek hlistic, zejména roupa détského (Enterobius
vermicularis), pfipadné i tenkohlavce lidského (Trichuris trichiura) a Skrkavky détské
(Ascaris lumbricoides) (sumarizovano v Barrat et al., 2011). Tento zptsob pienosu byl pred
tim prokazan u ptibuzné trichomonady, Histomonas meleagridis, patogennim prvokem ze
stieva driibeze, zejména krit (Gerbod et al., 2001; Volf a Horak, 2007).

Zpusob pienosu D. fragilis mezi hostiteli prostfednictvim vajicek hlistic byl zvazovan
na zakladé pozorovani Ccastych ko-infekci dientaméby a E. vermicularis u déti
(Girginkardesler et al., 2008; Johnson et al., 2004; Sukanahaketu 1977; Yang a Scholten,
1997b). Navic trofozoité D. fragilis byly detekovani i uvniti vajicek hlistic (Burrows, 1967;
Roser et al., 2013a; Sukanahaketu 1977). Tuto hypotézu podpotil Ockert (1990) ve své studii,
kdy byli dobrovolnici infikovani D. fragilis pozitim vajicek E. vermicularis odebranych od

pacienta s ko-infekci obou stievnich paraziti.

S objevem stadia cysty se nabizi dal$i moznosti pfenosu D. fragilis, a to kontaminovanou
vodou nebo potravou (tzv. ,,water- / food-borne disease®). Cysta vyloucena v exkrementech

Z téla hostitele pfimo kontaminuje vodu, pfipadné potravu, kterou potencialni hostitel pozie

(Baquer et al., 2018).

Hypothetical
transmission via
@ Enterobius eggs. | Possible involvement
of pre-cyst and cyst stages

Binary fission

Direct fecal-oral
“o transmission @

( x" ) Infective stage

Trophozoites in
lumen of colon

o Trophozoites in feces 5

g Diagnostic stage

Obr. 6: Mozny zivotni cyklus prvoka Dientamoeba fragilis

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

3.4.1. Identifikace hostiteli na zakladé nalezu p¥irozenych infekci

Dientamoeba fragilis je kosmopolitné rozsifeny prvok (Barrat et al., 2011; Stark et al, 2016).
Kromé ¢lovéka bylo dosud identifikovano jen malo zvifecich hostitelt. K dal$im moznym
hostitelim zatim patfi primati, naptiklad gorily chované v zajeti (Caccio et al., 2012;
Lankester et al., 2010; Stark et al., 2008). U voln¢ Zijicich primata byla D. fragilis objevena
u dvou jedinct z celkem 44 sledovanych makakt (Hegner a Chu, 1930) a dale u dvou jedincti
z celkem 106 pavianti anubi (Myers a Kuntz, 1968). Déle byla dientaméba detekovana
I U prasat, a to ve vysoké prevalenci (43,8 %) (Crotti et al., 2007). Naopak, v ramci Siroké
studie provedené v Australii, byla D. fragilis nalazena pouze u kocky a psa, a to pouze vzdy
Vv jednom vzorku. Celkové tedy byly pozitivni pouze dva vzorky z celkovych 420 testovanych
vzorkd trusu od 37 druht zvitat (Chan et al., 2016).

3.4.2. 1dentifikace hostitelii na zakladé experimentalnich studii

V ramci zjistovani hostitelské specifity D. fragilis, a také hledani vhodného experimentalniho
modelu v laboratornich podminkach, byly provedeny infekéni pokusy na nékolika druzich
zvitat (Stark et al., 2016). O prvni pokusy ustanoveni experimentalniho modelu se pokusil
Dobell jiz v roce 1940 s makaky (Macacus sinicus, Macacus rhesus) a kutaty (Dobell, 1940).
Pfi nasledné analyze vzorku trusu na pfitomnost D. fragilis byla vSechna zvifata negativni.
Roku 1945 se Knoll a Howell pokusili o peroralni a perrektalni inolukaci D. fragilis u kot'at
(Knoll a Howell, 1945). Ani tento experiment nebyl Gisp&$ny, protoZe nebyla prokézana Zadna
infekce dientamébou a neobjevily se ani Zadné symptomy. Vhodnym zvifecim
experimentalnim modelem pro studium D. fragilis se ukazaly byt mysi (EI-Gayar et al., 2016;
Munasinghe et al., 2013). Studie byly zaméfeny na studium patogenniho potencialu
D. fragilis. Autofi studie El-Gayar et al. (2016) infikovali skupiny mysi tfemi rizn¢ vysokymi
davkami trofozoitd D. fragilis z kultury. Usp&$né se podafilo nainfikovat dvé skupiny,
pfi¢emz se jednalo o nejvyssi davky v ramci experimentu, a to 10° a 4 x 10° trofozoitt / 0,5

ml kultury.

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cacci%26%23x000f2%3B%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22515838

3.5. Geneticka diverzita

Vétsina stfevnich prvokil vykazuje vnitrodruhovou genetickou variabilitu, kterd je popisovana
formou genotypu, subtypti, linii ¢i asamblazi na zéklad¢ molekularné-fylogenetickych analyz
(napt. Entamoeba spp., Blastocystis spp., Giardia intestinalis) (Einarsson et al., 2016; Paulos
etal., 2018; Stensvold et al., 2011). VSeobecné se da konstatovat, ze zkoumani této variability
je dulezité, protoze jednotlivé genotypy se mohou li§it svym plisobenim na hostitelsky
organismus, jako je tomu naptiklad u riznych asemblazi G. intestinalis (Ryan a Caccio, 2013).
Navic znalost vnitrodruhové variability do urcité miry umozituje zhodnoceni miry ptipadného

zoonotického potencialu.

V porovnani s dal§imi prvoky (napt. Blastocystis spp. ¢i G. intastinalis), u D. fragilis byla
prozatim odhalena nizké vnitrodruhova variabilita (Ryan a Caccio, 2013). Analyza genti na
zaklad€ polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP) odhalila dva genotypy, pficemz
stupen divergence malé ribozomalni podjednotky mezi témito variantami ¢ini 2 % (Stensvold
et al., 2013). Jedna se o genotyp 1 a genotyp 2 (také znamy jako kmen Bi / PA), ptiCemz
genotyp 1 je zatim nejbéznéj§im podtypem diagnostikovanym u lidi (Greigert et al., 2018;
Stark et al., 2016; Stensvold et al., 2013). I dalsi rozsahlé studie potvrdily existenci dvou
genotypt a také velice malé rozdily mezi jejich geny (Johnson a Clark, 2000; Peek et al., 2004;

Windsor et al., 2004).

V nedavné molekularné-fylogenetické studii Stensvold et al. (2013) byly analyzovany tfi geny
pro kazdy genotyp D. fragilis, a to malad ribozomalni podjednotka (SSU rRNA), aktin
a elongacni faktor 1a (EF-1a). Vysledky ukazaly variabilitu v ramci vSech genti do 3 %. Autofi
studie Hussein et al. (2009) zkoumali genetickou variabilitu D. fragilis v nékolika izolatech
pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (High Resolution Melting, HRM) po
polymerazové fetézové reakci (PCR). Do této studie bylo zahrnuto 30 vzorkl od pacienti
pozitivnich na D. fragilis. Tito pacienti trpéli syndromem drazdivého tra¢niku (IBS — Irritable
Bowel Syndrome), ktery byl doprovazen akutnim ¢i chronickym prijmem. Konecné vysledky
odhalily ¢tyfi varianty D. fragilis, pficemz varianta 1 byla nalezena u 50 % testovanych
pacientd, varianta 2 byla ptitomna u 20 %, varianta 3 u 16,7 % a varianta 4 u 13,3 %. Mezi
vzorky nebyly detekovany z4dné smiSené varianty. Korelace mezi jednotlivymi variantami
a typy priymu prokézala, ze vétSina pacientll s variantou 1 nebo 4 méla chronicky prijem.
Vsichni pacienti s variantou 2 trpéli akutnim prijmem, zatimco u pacientl s variantou 3 se

vyskytoval prijem stfidavé se zacpou. Dale autofi studie Windsor et al. (2006) studovali ITS
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oblast v obou genotypech D. fragilis. Na rozdil od vétSiny organismu identifikovali
u dientaméby rozsahlé rozdily mezi sekvencemi v ramci stejného genotypu. ITS se vyskytuje
ve dvou hlavnich formach v kazdém genotypu, ale v kazdé formé je také pfitomna dalsi

heterogenita.

99/100 '_—Df genotype 1 (DfA3+DfE3C clones)
e Df genotype 2 (B/PA strain)
52067 —— Histomonas
— Deltotrichonympha

T i
8ams7 Stephanonympha

Monocercomonas
Tritrichomonas

100100} [~ Hypolrichomonas
sorsol Trichomitus
Spirotrichonympha
a5/82 Trichomonas
Tetratrichomonas

Trichonympha

1001100 —Ii Teranympha
70M Hoplonympha

0.05

Obr. 7: Fylogeneticka analyza D. fragilis na zaklad¢ sekvenci aktinu a EF-1a pfedstavujicich
kmen Bi / PA a klonové sekvence DfA3 / DfE3C spolu s referenénimi sekvencemi z databaze
GenBank. Df = D. fragilis (adaptovano dle publikace Stensvold et al., 2013).
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4. Diagnostika prvoka Dientamoeba fragilis

Diagnostika dientaméby je velmi slozitd vzhledem k fragilni povaze jejiho trofozoita
(ve vn&j§im prostiedi preziji v fadech hodin) a velmi malé velikosti cyst (3 az 5 pm). Uspé&snost
diagnostiky D. fragilis zavisi na mnoha faktorech, jako napfiklad Cerstvost vzorku nebo
podminky skladovani, ¢i fixace pied jeho zpracovanim. K nejcastéji pouzivanym metodam
pro detekci trofozoitl patii barveni roztéru stolice, kultivace a molekularni diagnostika. Tyto
metody budou podrobné rozebrany v nasledujicich kapitolach. Vyuziti koncentra¢nich metod,
které se bézné pouzivaji k diagnostice dalSich stievnich prvokt (napiiklad flotace ¢i

sedimentace), by bylo u D. fragilis velmi obtizné, spiSe nemozné.

4.1. Nativni preparat

V piipadé rychlé detekce trofozoitti D. fragilis (i jinych paraziti) se Casto pouziva nativni
preparat. Jednd se o kousek exkrementu rozmichany ve fyziologické roztoku ¢i vodé,
dobarvovany Lugolovym roztokem s naslednou diagnostikou s vyuzitim svételné mikroskopie
(El-Gayar et al., 2016; Hamidi et al., 2018; Pietild et al., 2019). Pouzitim Lugolova roztoku
se obarvi stény ¢i pfipadné vnitini struktury detekovanych organismt. Tim dojde k jejich
zviditelnéni ve svételné mikroskopii a snadnéjsi diagnostice. Lugoliv roztok se pfipravi
rozpu$ténim jodu draselného ve vodé (Burrows, 1965). Zna¢nou nevyhodou diagnostiky

s pouzitim nativniho preparatu je vSak nizka citlivost.

4.2. Metody barveni roztéri

V koprologické diagnostice kombinované se svételnou mikroskopii se pouziva celd fada
barveni roztéri exkrementi. V ptipadé D. fragilis pouzili autofi nedavné studie modifikované
Fieldovo barveni (MF) za ucelem jejiho odliseni od stadii Blastocystis ve vzorcich pacientt
(Ragavan a Govind, 2015). Toto barveni se sklada ze dvou &inidel (A, B). Cast A je vytvofena
z ethylenové modrfi, bezvodého hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfosfore¢nanu
draselného. Cast B se sklada z 2% roztoku eosinu rozpusténého v metanolu (Afzan et al.,
2010). Na zakladé tohoto barveni je snadnéjsi odlisit zivotni stadia D. fragilis a Blastocystis,
protoze oboji dosahuji velikosti fadové nékolika mikrometri a je obtizné odliSit vnitini
struktury (Obr. 8). Modifikované Fieldovo barveni se pouziva zejména K rychlé diagnostice
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malarie z krve, nicméné autofi ho povazuji za vhodné i k barveni permanentnich roztéri stolice

za ucelem diagnostiky napfiklad stfevnich améb (Moody a Fleck, 1985).

Pro barveni trvalych roztérii se nejcastéji vyuZiva metoda Gomoriho trichromu (Obr. 9)
a Weigertlv Zelezity hematoxylin. Gomoriho trichrom je Siroce pouzivan pro rychlou
diagnostiku améb a bi¢ikovcl (Burrows, 1965). Ptipravi se smichanim smési chromotropu 2R,
»light green SF“, | fast green FCF* a kyseliny fosfowolframové s kyselinou octovou. Barveni
metodou zelezity hematoxylin vyuziva hematoxylin jakozto barveni jader bun¢k (Burrows,
1965; Stark et al., 2016; Windsor a Johnson 1999).

Nejlepsich diagnostickych vysledki 1ze dosdhnout pouZitim trvalého barveni v kombinaci
s vhodnou fixaci vzorku. Jak jiz bylo zminéno, trofozité D. fragilis jsou fragilni a na vzduchu
se velmi rychle rozpadaji. Potom je jejich rozpoznani velice obtizné. Proto by pro optimalni
vysledky mély byt vzorky exkrementli co mozna nejdiive zafixovany (Stark et al., 2016).
Vhodna fixaéni ¢inidla pro stievni prvoky, véetné D. fragilis, jsou naptiklad polyvinylalkohol
(Goldman a Brooke, 1953), modifikovany Schaudinnuv fixacni prostfedek (Scholten, 1972),
latky na bazi formalinu, jako naptiklad fenol-alkohol-formalin (Burrows, 1967), octan sodny-
kyselina octova-formalin (Yang a Scholten, 1977a) nebo formalin ethylacetat (Pietild et al.,
2019).

Obr. 8: Dientamoeba fragilis (A) a Blastocystis spp. (B) obarvené Fieldovym barvenim.
(adaptovano dle publikace Ragavan a Govind, 2015).
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Obr. 9: Dvoujaderna (A) a jednojaderna (B) forma trofozoita prvoka Dientamoeba fragilis.

Barveni pomoci Gomoriho trichromu (adaptovano dle publikace Stark et al., 2014).

4.3. Kultivace

Pred zavedenim citlivych molekularnich metod byla pro svou spolehlivost Ccasto
pro diagnostiku D. fragilis vyuzivana kultivace (Diamond, 1982; Dobell, 1940; Sawangjaroen
et al., 1993). Tato metoda se pouziva i dnes (Kurt et al., 2019). Nevyhoda tohoto
diagnostického piistupu spociva v jeho ¢asové naroc¢nosti. Nejcastéji se pouzivaji dvoufazova

média.

K detekci D. fragilis byla pouzita cela fada kultivanich systémii, jako naptiklad Boeck —
Drbohlavovo médium (BD) (Sawangjaroen et al., 1993, Stark et al., 2010b), Robinsonovo
médium (Kurt et al., 2019; Windsor et al., 2003), Dobell — Laidlawovo médium (Greigert et
al., 2018; Kurt et al., 2019; Sawangjaroen et al., 1993), TYGM-9 (Diamond, 1982; Stark et
al., 2010b), Loefflerovo médium (Banik et al., 2012). V minulosti bylo porovnavano nékolik
riznych kultiva¢nich médii ve snaze najit optimalni podminky pro rist trofozoiti D. fragilis
(napt. upravené médium BD, TYGM-9, Loefflerovo médium, Robinsonovo médium)
a podminky pro rist trofozoiti D. fragilis. U¢innost jednotlivych médii byla hodnocena
na zéklad¢ nékolika faktordi, jako je mnoZstvi narostlych bunék, ¢i kultivacni teplota.
Loefflerovo médium podporovalo vyrazné Iépe riist bun€k ve srovnani s jinymi médii (Barratt
etal., 2010). Dientaméba se bézn¢ kultivuje pfi teploté 37 °C (Windsor et al., 2003), ale zdafila
se 1 pfi teplotach 41°C a 42°C (Barratt et al., 2010; Dobell, 1940). Autofi nedavné studie
porovnavali senzitivitu a efektivitu tfi nejcastéji pouzivanych dvoufazovych kultivacnich

médii pro detekci D. fragilis, a to Robinsonsonovo médium (RM), Dobellovo médium (DM)
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a Talisovo médium (TM). Trofozoité D. fragilis byly detekovani v 11 ze 101 kultivovanych
vzorkl, coz bylo potvrzeno dopliiujicim vysetfenim pomoci trichromem zbarvenych natéra
stolice. VSech 11 vzorkl bylo pozitivnich v Robinsonové médiu, zatimco Dobellovo médium
poskytlo pouze tfi pozitivni vysledky a Talisovo médium ctyfi. Vzorky z poslednich dvou
zminénych kultivaénich médii byly navziajem odlisné, avsak v souladu s vysledky
z Robinsonova média (Kurt et al., 2019). Jako jedno z prvnich dvoufazovych kultivaénich
médii bylo pouzito Dobellovo médium, které bylo vytvofeno stejnojmennym autorem, jelikoz

vSechny piedchozi pokusy s béznymi médii vedly k prertstani Blastocystis (Dobell, 1940).

4.4, Molekularni diagnostika

Metody molekularni biologie se jevi jako vysoce citlivé a specifické alternativy k tradi¢nim
diagnostickym piistuptim, jako je mikroskopie. Molekularni detekce D. fragilis je zalozena
na konven¢ni nebo real-time PCR (RT-PCR) s pouzitim specifickych primert a sond a je
vhodné pro analyzu vzorkl od pacient v diagnostickych laboratofich. Molekuldrni metody
zalozené na principu PCR téméf nahradily mikroskopickou diagnostiku diky vysoké
senzitivité, napf. pravé RT-PCR (Hamidi et al., 2018; Stark et al., 2016). Vysledkem zavedeni
molekularni diagnostiky byla ¢astéjsi detekce D. fragilis v populaci zdravych lidi (Pietild et
al., 2019; Sarafraz et al., 2013). Dosud ne zcela objasnéna role D. fragilis ve stfevnim
ekosystému

a zjevné zvySeni jejiho vyskytu ve zdravé populaci na zakladé molekularni diagnostiky
ptispélo k otevieni diskuse mezi l€kaii a mikrobiology o nutnosti pfipadné 1é€by (van Gestel

etal., 2018).

4.4.1. PCR (polymerazova retézova reakce)

Konvenc¢ni PCR se sestava ze dvou krokd, z nichz prvnim je amplifikace DNA v blokovém
termocykleru a druhym krokem je elektroforéza pro vizualizaci DNA. Tyto dva kroky se na
rozdil od RT-PCR (viz kap. 4.3.2.) provad¢ji ve dvou riiznych ptistrojich. Jako idealni Giseky
pro PCR se zdaji byt oblasti ribozomalni DNA (rDNA) (Stark et al., 2005; Stensvold et al.,
2013). Ne&které studie se zabyvaji srovnanim senzitivity mezi molekularni detekci
a mikroskopickou diagnostikou. Naptiklad ve $védské studii Ogren et al. (2015) bylo

vySetieno 388 pacientl jak mikroskopickymi metodami, tak zaroven pomoci PCR. VSechny
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mikroskopicky vySettené vzorky pozitivni na D. fragilis byly pozitivni i za pouziti PCR.
Molekularni diagnostika odhalila celkem o 20 % vice jedincu s D. fragilis. Autofi dalsi studie
Hamidi et al. (2018) detekovali D. fragilis pomoci roztéru a barvenim Zzelezitym
hematoxylinem pouze v 5 %, kdezto PCR na zaklad¢ amplifikace genii SSU rRNA odhalila
D. fragilisu 6 % a 13,5 %.

4.4.2. Real Time-PCR (PCR V realném case)

V RT-PCR se oba kroky, amplifikace a vizualizace PCR produktu, provadéji soucasné
V jednom pfistroji. Nespornou vyhodou této metody je, Ze umoznuje kvantifikaci hledané
DNA (Gough et al., 2019). Ve srovnani s konven¢nimi PCR a / nebo mikroskopickym
vySetienim mé RT-PCR vyssi citlivost a specifitu pii detekci riznych stfevnich prvoku
obecné, veetné D. fragilis (Brands et al., 2019; Menu et al., 2019; Stark et al., 2005; Stark et
al., 2016; Stensvold a Nielsen, 2012; Verweij et al., 2007).

4.5. Imuno-diagnostika

Pro analyzu ptitomnosti riznych prvokt (Cryptosporidium, G. intestinalis a E. histolytica) ve
vzorcich stolice je dostupnd imunofluorescenéni mikroskopie za pouZiti komeréné dostupnych
monoklonalnich protilatek, nékolik enzymi a imunochromatografické testy (McHardy et al.,
2014). Bohuzel u D. fragilis takovych metod dosud testovano a rutiné pouzivano mnoho neni

(van Gestel et al., 2018).

V ptipadé imunodiagnostiky D. fragilis ve vzorcich exkrementti byla testovana esej S vyuzitim
neptimé fluorescenéni protilatky (Indirect Flurescent Antibody test — IFA). Pro IFA test bylo
pouzito krali¢i antisérum. Celkem bylo testovano 155 klinickych vzorka od lidi, a to 42
negativnich, devét pozitivnich na D. fragilis a 104 vzorkd s ostatnimi parazity (napf.
Blastocystis spp., Cryptosporidium spp., E. histolytica, G. intestinalis, E. vermicularis,
Hymenolepis nana, Strongyloides stercoralis a T. trichiura). IFA test odhalil pfitomnost
trofozoiti D. fragilis u sedmi vzorki. Dva vzorky s pochybnymi hodnotami IFA testu
vykazovaly velmi mald mnozstvi trofozoiti D. fragilis na obarvenych natérech. Nebyly
zjiStény zadné faleSné pozitivni hodnoty. IFA test se jevil jako slibnd metoda diky jeho

rychlosti pii diagnostickém screeningu vzorka lidi (Chan et al., 1993). Tento druh diagnostiky
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byl pouzit i pozd¢ji ve studii Chan et al. (1996). Zde bylo ze 189 zdravych déti 172 (91%)
pozitivnich. Ve vSech pozitivnich vzorcich séra byl ndsledné¢ molekuldrnim pfistupem

identifikovan 39 kDa amplikon D. fragilis.

Béhem experimentalni studie D. fragilis na mySich zaméfené na zkoumani jeji patogenity
(vice informaci v kapitolach 3.4.1. a 6.2.) byly zaznamenany vyssi pocty populaci eosinofild,
neutrofili a makrofagi ve stievni sliznici (EI-Gayar et al., 2016). Pokud by doslo k podobné
imunitni reakci v lidském stevé v dusledku kolonizace D. fragilis, mélo by byt mozné zméfit
zvySeni kalprotektinu ve stolici pacientd (Brands et al., 2019). Kalprotektin je peptid
uvoliovany neutrofily a také makrofagy a monocytocyty, které se vyskytuji ve stievni sliznici
béhem zanétlivé reakce (Munasinghe et al., 2013; Reseth et al., 1992). Skupina mysi, které
byly inokulovany trofozoity D. fragilis, méla praimérnou fekalni koncentraci kalprotektinu 69

ng/ml, coz je dvakrat vySsi ve srovnani s 33 ng/ml u kontrolnich mys$i (Munasinghe et al.,
2013).

V nedavné studii zamé&fené na vyzkum prevalence dientaméby u déti (ve véku od 5 do 19 let)
byly srovnany vysledky ziskané z RT-PCR diagnostiky s koncentraci fekalniho kalprotektinu
(Brands et al., 2019). Koncentrace kalprotektinu byla zjistovana ze vzorku stolice pomoci
metody ELISA. Stredni koncentrace kalprotektinu u pacientd a zdravych déti s pozitivnim
vysledkem RT-PCR se neliSila od vysledki pacientd s negativnim PCR. Jednalo se
0 hodnoty 40 (40-55) pg/g vs. 40 (40-75) pg/g. V pozdéjsi studii (Aykur et al., 2020)
zkoumali hladinu kalprotektinu u dvou skupin pacientl a jedné kontrolni skupiny zdravych
dobrovolnikii. V prvni skupiné byla potvrzena ptitomnost dientaméby a pacienti trpéli
stfevnimi potiZzemi, jako napiiklad zvraceni, prijem a bolest bticha. Hladina kalprotektinu
byla v dané skupiné 33,40 ng/mg. V druhé skupiné pacienti trpéli obdobnymi zazivacimi
obtizemi, nicmén¢ byli negativni na D. fragilis, ale nebyla vylou¢ena pfitomnost jiného
sttevniho prvoka. Zde byla hladina zkoumaného proteinu 15,99 ng/mg. Posledni skupina
zahrnovala zdravé dobrovolniky a koncentrace kalprotektinu byla 1,54 ng/mg. Mezi prvni
a tfeti skupinou byl na rozdil od pfedchozi studie (Brands et al., 2019) nalezen statisticky

vyznamny rozdil.
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5. Epidemiologie prvoka Dientamoeba fragilis

Dientamoeba fragilis je kosmopolitné rozsiteny stievni prvok, jehoz prevalence se pohybuje
vrozmezi od 0,4 do 91 % (Cengiz et al., 2009; Chan et al., 1996). Tento prvok byl
diagnostikovan jak v zemich tietiho svéta, tak v moderni spole¢nosti. VétSinou se jednalo
o diagnostiku u osob stézujicich si na zazivaci obtize, ale v posledni dobé ptibyva i studii,
které se zaméfuji na zdravé jedince, za ucelem objasnéni role tohoto prvoka v lidském

mikrobiomu.

Mira prevalence miize byt ovlivnéna volbou diagnostické metody a také typem studované
kohorty, naptiklad pacienti se stfevnimi potizemi versus zdravi jedinci (Caccio, 2018; Cengiz
et al., 2009; Krogsgaard et al., 2015). Dale muze byt vyskyt D. fragilis pravdépodobné

ovlivnén riznymi faktory, jako je zivotni styl ¢i vék apod.

5.1. Faktory ovliviiujici kolonizaci ¢lovéka

5.1.1. Vék a pohlavi

Recentni studie zalozené na molekularni diagnostice prvoka D. fragilis se shoduji na jeho
vyssi prevalenci u déti (de Boer et al., 2020; Fletcher et al., 2014; Menéndez et al., 2019),
pficemz se jedna az o 70 % (Maas et al., 2014; Roser et al., 2013b). Sérologicka studie
provedena u zdravych déti udava prevalenci dientaméby 91 % (Chan et al., 1996).

V kohorté lidi vykazujicich ptiznaky stfevni parazitdzy, jako naptiklad priijem a bolesti bicha,
byl zjistén nejvyssi vyskyt D. fragilis u jedinct ve v€ku 16 az 20 let (Stensvold et al., 2007).
V této praci byla pouzita metoda permanentniho barveni, konkrétné Gomoriho trichrom.
Podobné autofi studie Lagacé-Wiens et al. (2006) zjistili, ze dientaméba byla nejcastéji
pozorovana u mladych muzi ve véku 16 az 20 let, a to s prevalenci 11,5 %. Naproti tomu
u zen stejného veku, byla prevalence vyrazné nizsi (1,1 %). V tomto piipad¢é se jednalo
o zdravé jedince nevykazujici onemocnéni traviciho traktu. Ve vyzkumu v Libanonu, ktery
zjistoval pfitomnost prvokut u lidi pracujicich v sektoru s potravinami, bylo 37,5 % pracovnikt
pozitivni na D. fragilis (Naja a Mallat, 2008). Pozdé&ji byla v dané lokalité obdobna studie
provedena u déti ve véku od 3 do 16 let (Osman et al., 2016). Prevalence dientaméby byla

druha nejvyssi (vyssi byla jen u Blastocystis spp.), ato s celkovou prevalenci 60,6 %. Ze vSech
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déti pozitivnich na D. fragilis bylo 47 % asymptomatickych. Zbytek mél potize, jako naptiklad

zvraceni, prijjem ¢i bolest bficha.

V epidemiologické studii Vv Australii byly testovany vzorky symptomatickych pacienti
z n¢kolika nemocnic v Sydney, kteti byli v letech 2007 az 2010 pozitivni na ptitomnost
stfevnich protist. Nejvyssi prevalence D. fragilis (28,1 %) byla pozorovana u mladistvych
ve véku od 13 do 24 let (Fletcher et al., 2014). Jedna z nejrozsahlejSich studii zamétena
na vyskyt stfevnich prvoku v zapadni spolecnosti probéhla v Dansku v letech 2007 az 2011
(Roser et al., 2013b). Sledovana kohorta ¢itala bezmala 10 000 jedinct, od kterych bylo
vySetieno pres 22 400 vzorkd. V piipade vétsiho mnozstvi vzorkli od jednoho pacienta, byl
povazovan za pozitivniho, paklize alesponi jeden vzorek vykazoval pfitomnost dientaméby.
Aby byl negativni, musely by byt vS§echny vzorky od néj negativni. Prevalence se pohybovala
v zavislosti na vékové skupiné od 12 % do 71 %. Nejvyssi byla pozorovana u déti ve véku
sedmi let bez rozdilu pohlavi a druhé nejvyssi u Zzen ve veéku 40 let. K podobnému zévéru dosla
i studie provedena ve Spanélsku na kohorté 163 jedinct, ktera odhalila nejéast&jsi vyskyt
D. fragilis u Zen okolo véku 34 let a u déti do 14 let (Menéndez et al., 2019). Danska studie
zabyvajici se vyskytem prvoka u déti v détskych pecovatelskych centrech zjistila prevalenci
68,3 %. Jednalo se o déti nejcastéji ve veku 2,8 let (Jokelainen et al., 2017). Vysledky svédci
o tom, ze D. fragilis je béZznym komenzalem v této populaci. Obdobny priizkum se uskute¢nil
mezi détmi ve véku 5 az 19 let z Nizozemi a Belgie. U déti, které si st€Zovaly na bolest bficha
a prijem, ¢inila prevalence 45 % (z 200 ztc¢astnénych) a u zdravych déti 71 % (z celkového

poctu 122) (Brands et al., 2019).

Vzhledem k niz§im hygienickym navykum u déti se zda byt vyssi prevalence D. fragilis
logicka. Nicméné v navaznosti na to, mize byt zvyseni vyskytu tohoto prvoka u dospélych

v rodicovském véku také mozné, kvuli castému kontaktu s détmi.

5.1.2. Zapadni civilizace versus rozvojové zemé

V poslednim desetileti védecka komunita dosla K zavérim, ze nékteti komenzalni prvoci
mnohem castéji kolonizuji stievo zdravych lidi nez jedincii s gastrointestindlnimi piiznaky.
Nejvice studovanym prvokem v téchto kontextech je Blastocystis spp., kdezto u D. fragilis je
zatim informaci o jejim vyskytu v kohortach zdravych lidi mnohem mén¢. Zatimco u prvoka
Blastocystis spp. prevalence v kohortach zdravych lidi v moderni spole¢nosti primérné

dosahuje cca 25 % (de Boer et al., 2020; Lhotska, 2019), v ptipadé D. fragilis mize byt mozna
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prevalence i o néco vyssi. Jedna ze studii, které se zaméfily jak na pacienty se symptomy
gastroenteritidy, tak na zdravé jedince, se konala naptiklad v Nizozemi, kde byla D. fragilis
pozorovana u 37,6 % lidi ze zdravé kontrolni skupiny a u 25,8 % u pacientti (de Boer et al.,
2020). V Dansku byla vysledna prevalence napfi¢ zdravymi ucastniky vyzkumu velice
podobna, a to 35 % (Krogsgaard et al., 2015). Oproti tomu ve studii na zdravych lidech ve
Vietnamu, ve mésté s dobrou sanitarni irovni, byla detekovana prevalence u zdravych lidi jen
2,3 % (Ogren et al., 2016). Obdobny vysledek byl zaznamenan i ve studii ve Francii, kde byla
taktéz celkova prevalence 2,3 % (Menu et al., 2019). Testovani byli pacienti ve véku od
jednoho roku po 97 let béhem bézné 1€kaiské prohlidky. Ve vSech vySe zminénych studiich

byla pouzita molekuldrni diagnostika.

Autofi studie provedené v Iranu na vzorcich pacienti trpicich priijmem, prokazali prevalenci
2,1 % (Sarafraz et al., 2013). | v tomto ptipadé byla pouzita molekularni diagnostika. Jak jiz
bylo zminéno, Vv Libanonu se uskutecnil prizkum piitomnosti prvokt u dospélych a pozdéji
u déti skolniho véku, kde byla dientaméba zastoupena v 37,5 % a 60,6 % ptipadid (Naja
a Mallat, 2008; Osman et al., 2016). U 85 % déti bylo zjisténo, Ze jsou pozitivni na minimalné
jednu stfevni parazitarni infekci (Blastocystis spp., G. intestinalis nebo Cryptosporidium spp.).
Kromé toho byla v této studii nalezena vyznamna souvislost mezi ko-infekci Blastocystis spp.
a D. fragilis. Tato souvislost byla také pozorovana u déti s gastrointestinalnimi pfiznaky v jiné
studii v Nizozemsku (Maas et al., 2014) a u asymptomatickych lidi ve dvou ruralnich
komunitach v Brazilii, kde byla prevalence 13,6 % a 18,4 % (David et al., 2015). Zde se
jednalo o jedince bez travicich obtizi, jako je naptiklad prijem. Epidemiologicka studie, ktera
se zajimala o vyskyt stievnich parazitti u lidi na Madagaskaru, odhalila prevalenci D. fragilis
9,4 % (Greigert et al., 2018). Jednalo se o dospé€lé ve véku 18 az 47 let pifevazné v oblastech

se Spatnou sanitarni infrastrukturou.

5.1.3. Cestovani

Cestovani je faktorem, ktery pravdépodobné vyznamné ovliviluje diverzitu stfevniho
mikrobiomu jako takového, ale nejspi§ také vyskyt sttevnich prvokl. Naptiklad v ptipadé
sttevniho prvoka Blastocystis spp. bylo zjisténo, Ze cestovatelsky zaméfeni jedinci (jak
po Evrop¢, tak 1 mimo Evropu) jsou castéji kolonizovani timto prvokem nez lidé, ktefi
necestuji vibec (Lhotska, 2019). Faktor cestovani se zda byt dulezity i v piipadé D. fragilis.

Béhem danské studie (Jokelainen et al., 2017) zamétené na mozné faktory ovliviiujici vyskyt
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prvoka D. fragilis byl nalezen rozdil v prevalenci u déti, které v uplynulych dvou mésicich
cestovaly do zahranici, a détmi, které¢ v dané dob¢ neopustily Dénsko. Jednalo se o 81,5 % vs.
64,3 %. V ramci Evropy cestovalo 19 déti (Rakousko, Bulharsko, Némecko, Recko, Norsko,
Spanélsko, Svédsko a Spojené kralovstvi), zatimco sedm cestovalo mimo Evropu (Egypt,
Izrael, Tanzanie, Thajsko a Spojené arabské emiraty). NejbéznéjSim cilem bylo sousedni
Svédsko, které navitivilo 11 déti a 10 z nich bylo pozitivnich. Nicméné rozdil mezi détmi,

které cestovaly, a které ne, nebyl statisticky vyznamny (P = 0,09).
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6. Role D. fragilis ve zdravi a nemoci

Prestoze se D. fragilis vyskytuje u pacientl s riznym onemocnénim traviciho traktu, je také
¢asto detekovana u zdravych jedincti bez jakychkoliv symptomu. V disledku toho je patogenni
potencial D. fragilis predmétem dlouhodobé diskuze ve védecké a 1ékaiské komunité. Ta vede

k otazce, zda by se mély provadét rutinni diagnostické testy a jak k nalezu ptistupovat.

6.1. Klinicka manifestace u lidi

Klinickd manifestace dientamébové kolonizace se u nckterych pacienti projevuje bolesti
bficha, nadymédnim a prijmem, pfi¢emz tyto ptiznaky nékdy trvaji tii az sedm dni (Stark et
al., 2010a). Diive se uvadglo, ze po této akutni fazi mohou pacienti piejit do chronického
stavu, ktery trva jeden mésic aZz dva roky, pfipadné muize vyustit v syndrom drdzdivého
traéniku (IBS — Irritable Bowel Syndrome) (Stark et al., 2007). Chronicky prubéh byl
pozorovan u 2 % az 32 % pacientd (Banik et al., 2011; Stark et al., 2005). Klinicky prib¢h je
Cast&ji popisovan u déti, nez u dospélych (napt. Holtman et al., 2016; Jokelainen et al., 2017;
Stark et al., 2010a). Studie provedena ve Spanélsku na kohort& 163 jedincti odhalila nejéasté;si
vyskyt D. fragilis u Zen okolo véku 34 let a u déti do 14 let (Menéndez et al., 2019), pfic¢emz
vétSina zucCastnénych si stézovala na problémy s travicim traktem. Jednalo se napiiklad
o bolest bficha, chronicky prijem nebo zvraceni. Naproti tomu studie, zabyvajici Se
vyskytemprvokd u déti provedena v Dansku v détskych dennich pecovatelskych centrech,
nezjistila statistickou souvislost mezi nedavnou anamnézou gastrointestinalnich pfiznaka
a pozitivnim testovanim na D. fragilis (Jokelainen et al., 2017). Stejné tak v nizozemské studii
nebyl u déti pozorovan prevalen¢ni rozdil mezi détmi s prijmem a bolesti bficha, oproti
zdravym détem (Holtman et al., 2016). Dale i ve $védském vyzkumu byla zaznamenana
prevalence D. fragilis vyssi u déti s gastrointestinalnimi ptiznaky oproti asymptomatickym
détem (Ogren et al., 2015). Pti zkoumani klinickych p¥iznak® pacientli Gi¢astnicich se studie
v Turecku byl prijem Cast&jsi u pacientt kolonizovanych D. fragilis. V tomto pfipadé nebyl
povazovan za komenzala, ale patogenniho parazita (Aykur et al., 2019). Béhem finské studie
zamétujici se vyhradné na pacienty, u kterych byla potvrzena ptitomnost D. fragilis, se v 85

% pripada (270 z 319) vyskytovaly obtize, jako naptiklad bolest bficha (Pietilld et al., 2019).
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6.2. Klinicka manifestace u zvirat

Klinicka manifestace infekce D. fragilis byla ¢asto popisovana u goril. Jednim z pfipadi byla
infekce D. fragilis u gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla) chované v zajeti (Lankester et al.,
2010). Gorila trpéla prijmy, ztratou chuti K jidlu a pozdé&ji 1 vahy a celkové pusobila velmi
apaticky. Nasledné podani metronidazolu vedlo k eliminaci tohoto prvoka =z trusu

a naslednému vymizeni klinickych ptiznaki.

Klinickda manifestace D. fragilis muze zaviset na intenzité infekce. Béhem studie
patogenického potencialu D. fragilis u zvifat (viz kap. 3.4.1.) byly mysi infikovany riznymi
davkami kultury D. fragilis, a to 10° a 4 x 10° trofozoit D. fragilis/0.5 ml kultury (EI-Gayar
et al., 2016). Béhem nasledné pitvy byl zkouman vliv tohoto prvoka na sténu stiev.
Histopatologické vysetfeni tlustého a slepého stfeva vysoce infikované skupiny ukazalo
aktivni kolitidu s infiltraci smiSenych zanétlivych bun¢k, jako jsou eosinofily, neutrofily

a lymfocyty do stfevni stény.

6.3. Terapie

Drive byl prvok D. fragilis povazovan za patogena a nékteré studie jej tak klasifikuji i nadale,
a proto doporucuji terapii (napf. Stark et al., 2016). V nékterych piipadech klinické
manifestace infekce D. fragilis vedla terapie tohoto prvoka ke zlepSeni zdravotniho stavu
pacientt (Stark et al., 2010a). V soucasnosti existuje nékolik pfipravki ur¢enych k odstranéni

D. fragilis z téla hostitele.

6.3.1. Metronidazol

Metronidazol patii do tfidy nitroimidazoli a je jednim z nejcastéji predepisovanych
antiparazitik pro 1é¢bu infekci D. fragilis (Engsbro et al., 2012; van Gestel et al., 2018).
Inhibuje syntézu nukleovych kyselin narusenim DNA mikrobialnich bunék (Freeman et al.,
1997). K této funkci dochazi pouze tehdy, je-li metronidazol ¢aste¢né redukovan, a protoze
k této redukci obvykle dochazi pouze u anaerobnich bakterii a prvokli, ma relativné maly
ucinek na lidské bunky nebo aerobni bakterie (Schaechter et al., 2006). Pouziva se nejen
pro 1é¢bu dientaméby, ale také proti T. vaginalis, G. lamblia nebo E. histolytica (Freeman et

al., 1997). Vyhoda pouziti tohoto piipravku spoc¢iva v tom, ze je zapotiebi malého mnozstvi
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(Nagata et al., 2012). Autori studie Preiss et al. (1990) byli prvni, kdo podal zpravu
o pouzivani metronidazolu ve vetsi skupiné (123) détskych pacientt infikovanych D. fragilis.
Utinnost 1é¢by dosahovala az 70 % za pouziti jedné davky, nicméné u 30 % pacienti
vyzadovalo az tfi dalsi davky k odstranéni stfevnich potizi. Metronidazol se také pouziva
u zvifat, napiiklad u goril (Lankester et al., 2010) a je dostupny po celém svété pod nazvem
Metronidazol nebo také Flagyl (Stark et al.,, 2016). Nicméné béhem studie nevedla
metronidazolova terapie ke klinickému zlepSeni u danskych déti ve véku 3 az 12 let, které
trpély chronickymi gastrointestinalnimi ptiznaky (Roser et al., 2014). Jsou popisovany

vedlejsi Géinky, jako je nevolnost, sucho Vv ustech a kovova chut’ (Kurt et al., 2008).

CH—N\
/
OgN“""‘C"“"'l\l
CH,—CH,OH

Obr. 10: Chemicka struktura metronidazolu (adaptovano dle Freeman et al., 1997).

6.3.2. Clioquinol

Clioquinol je antimykotikum a antiparazitikum. Patiti do rodiny léciv nazyvanych
hydroxychinoliny, které¢ inhibuji urcité enzymy souvisejici s replikaci DNA. Bylo zjisténo, Ze
tyto 1éky puisobi proti virovym infekcim i infekcim zpusobenych prvoky (Rohde et al., 1976).
Jedna se o antiparazitarni 1€k pouzivany k 1é¢bé nejen D. fragilis, ale také naptiklad E.
histolytica (van Gestel et al., 2018). Retrospektivni analyza z Nizozemska v roce 2013
studovala déti infikované D. fragilis, kde bylo 151 pacientd 1é¢eno pomoci clioginolu (15
mg/kg/den ve tiech dennich davkach, po dobu 5-10 dnli) a 39 pomoci metronidazolu (30
mg/kg/den ve tfech dennich dévkéch, po dobu 3-10 dnti). Clioquinol mél vyznamné lepsi
klinicky ucinek ve srovnani s metronidazolem (Schure et al., 2013). Je dostupny pod svym

nazvem nebo jako Synalar-C.
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Obr. 11: Chemicka struktura clioquinolu (https://focusbio.com.au/products/clioguinol/).

6.3.3.Paromomycin

Paromomycin je antimikrobidlni latka, patfici do skupiny aminoglykosidu, kterd se pouziva
k 1écbé tfady parazitarnich infekci, jako napiiklad amebiazy, giardidzy nebo leishmanidzy
(Davidson et al., 2009). Zptsobuje mikrobialni smrt zastavenim tvorby bakterialnich proteint.
Tento aminoglykosid byl poprvé uveden jako latka pro 1é¢bu dientamoebiazy v roce 1967, kdy
vSechny pfipady reagovali na 1é¢bu (Simon et al., 1967). V holandské studii byly déti 1éCeny
paromomycinem, ktery mél i v tomto piipadé vyborné vysledky (Vandenberg et al., 2006,

2007). Mimo svého nazvu je dostupny také pod nazvy Catenulin nebo Aminosidine.
OH OH

HO

(=11 R LK
T

OH

Obr. 12: Chemicka struktura paromomycinu (adaptovano dle Davidson et al., 2009).
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6.4. Role prvoka Dientamoeba fragilis v mikrobiomu

Rozvoj molekularnich a sekvenacnich technologii umoznil nahlédnout do diverzity stfevniho
mikrobiomu, véetné stievnich prvoka. V souvislosti s témito studiemi se zacala poodkryvat
i fakta o vyskytu Blastocystis spp. a D. fragilis v moderni spole¢nosti. Tito prvoci jsou ve
Johnson a Clark, 2000; Krogsgaard et al., 2015; Lhotska, 2019; Stensvold a van der Giezen,
2018). Napiiklad v pripadé nejvice studovaného prvoka v téchto souvislostech Blastocystis
spp. bylo také zjisténo, Ze jeho kolonizace koreluje s vyssi diverzitou mikrobiomu a niz§im
,Body Mass* indexem (BMI) (Andersen et al., 2015). Data z této studie podporuji hypotézu,
ze vyskyt Blastocystis spp. samotny nebo ko-infekce s D. fragilis koreluji s optimalni
diverzitou stfevnich bakterialnich populaci. V téchto souvislostech byl zaznamenan nizsi
pomér bakterii skupiny Bacteroidetes a vyssimi poméry bakterii rodu Prevotella.
Epidemiologické studie zamétené na diverzitu lidského stfevniho mikrobiomu také ukézaly,
ze diverzita stfevnich organismli u pacientll s chronickymi stfevnimi nemocemi (napf.
Crohnova choroba ¢i ulcerozni kolitida = Inflammatory Bowel Disease / IBD) se lisi od
zdravych jedinct (de Boer et al., 2020; Ni et al., 2017).

Je znamo, ze koncentrace kysliku v ekosystému nemoci naruseného stieva roste (Stensvold
a van der Giezen, 2018), nicméné¢ molekuldrni mechanismus byl objasnén teprve nedavno
(Byndloss et al., 2017). Ve zdravém stievé produkuji anaerobni bakterie butyrat (Vital et al.,
2014). Ten je pouzivan epitelidlnimi buitkami tlustého stfeva v oxidacni reakci. Pouziti
napiiklad antibiotik potlacuje oxidativni metabolismus vlivem sniZzeni mnoZstvi bakterii
a zvySuje mnozstvi kysliku v lidském stievé (Donohoe et al., 2012). To by mohlo ¢aste¢né
vysvétlit, pro¢ jsou prvoci, jako napiiklad Dientamoeba nebo Blastocystis méné cCasti u
pacientll s onemocnénim stiev, oproti zdravym jedinctim (de Boer et al., 2020; Krogsgaard et
al., 2015). Oba tyto organismy jsou anaerobni (Jepps a Dobell, 1918; Zierdt, 1986), a jejich

schopnost pretrvavat v mikroaerofilnim prostiedi je omezena.
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/. Experimentalni ¢ast

Paralelné¢ s vypracovanim této reSersni bakalaiské prace probiha na Parazitologickém ustavu
Biologického centra Akedemie v&d v Ceskych Budgjovicich i experimentalni
epidemiologicka studie, jejiz cilem je zjistit prevalenci prvoka D. fragilis ve zdravé populaci
lidi v Ceské republice, porovnat citlivost nékolika diagnostickych metod a pokusit se objasnit,
zda maji na pfitomnost dientaméby vliv i jiné vnéjsi faktory, jako je dieta, vek, zivotni styl

nebo kontakt se zvitaty. Vysledky této studie budou shrnuty v diplomové praci.

7.1. Material a metodika

7.1.1. Ziskavani vzorku

Vzorky stolice byly ziskdvany neinvazivni cestou od dobrovolnikil, kterym byla nabidnuta
dobrovolna ucast v projektu. Kromé vzorkil lidskych byly v pfipadé zajmu pfijimény také
vzorky trusu zvirat, se kterymi jsou ti¢astnici v Castém kontaktu. VSechny tyto vzorky stolice
¢i trusu a z nich vyizolovana DNA, jsou uchovavany pfi teploté -20°C. VSichni zac¢astnéni
dobrovolnici vyplnili formuldf s informacemi nezbytnymi pro nd$ vyzkum, zahrnujici
informace o diet¢ (napf. vegetarian, vegan), kontaktu se zvifaty, cestovani, pfipadné
diagnézou nékterého ze zanétlivych onemocnéni stiev. Veskera data jsou striktné
anonymizovana a zpracovavana dle zdkona ¢. 101/2000 Sb. O ochrané osobnich udaji. Dany
projekt je zaroven soucasti vetSi studie, ktera byla posouzena jako eticky piipustnd
a odpovidajici rozsahu Etické komise Biologického centra AV CR v. v. i. V Ceskych
Budéjovicich (¢islo rozhodnuti 1/2017).

7.1.2.Diagnostické metody

Vzorky vyizolované DNA byly analyzovany pomoci konvenéni polymerazové tetézové
reakce s naslednou vizualizaci na elektroforéze s agar6zovym gelem. Pro ovéfeni pozitivity
vzorkd byla zvoleno sekvenovani ziskanych PCR tsekli (amplikontl). Tento postup bude
podrobnéji rozepsan dale (viz kap. 7.1.2.1.). V piipad¢ vzorkil s nejasnym vysledkem se
pfistoupilo k dalsim metodam, a to klonovani a Southern blotu s néslednou hybridizaci

s vhodnou sondou (viz kap. 7.1.2.2.a7.1.2.3.).

28



7.1.2.1. Molekularni detekce

Celkova DNA byla izolovana s pouzitim komer¢niho kitu PSP Stool Kit DNA (Stratec,
Némecko). Chemie PCR probihala za podminek jiz optimalizovanych pro tento typ
amplifikace za pouziti pfistroje T100™ Thermal Cycler, (Biorad). Jednalo se o gradientovou
PCR, tj. 1. krok je 5 minut pii 95°C, 2. krok 1 minuta pti 94°C, 3. krok 1 a ptl minuty pfi
58°C, 4. krok 2 minuty pii 72°C, pak se kroky 2 az 4 34x opakuji. Poté je posledni krok 10
minut pii 72°C. Po nasledné elektroforéze na agarézovém gelu byly DNA produkty
purifikovany komer¢nim kitem EluteTM Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, USA) a nasledné
sekvenovany u firmy GATC — A Eurofins Genomics Company. Vysledné sekvence byly
otypovany v platformé BLAST. Zbytek DNA byl pouzit v ramci dalSich projekti a pro detekci

jinych prvoki, jako jsou napiiklad Blastocystis nebo G. intestinalis.

7.1.2.2. Klonovani
Neékteré diagnosticky ,,podezielé” vzorky, které po sekvenovani obsahovaly vice

ptekryvajicich se signalti, byly klonovany pro odhaleni pfipadné ptitomnosti D. fragilis.

Vlastni metoda zahrnovala n¢kolik krokd. Nejprve extrakci DNA z PCR po prob&hnuti
elektroforézy z agarového gelu pomoci Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, USA).
Pro samotné klonovani byl pouzit pGEM®-T Easy Vector Systém I (Promega, USA).
V tabulce (Tab. 2) je sepsano pouzité mnozstvi jednotlivych slozek pro klonovani jednoho

vzorku. Pfipravend smés byla inkubovana ptes noc pfi teploté 12°C.

Tab. 2: Chemikalie pro ptipravu liga¢ni smési a jejich pouzité mnozstvi na 1 reakci.

nazev slouceniny mnoZstvi (ul)
2x Rapid Ligation Buffer 5
pGem®-T Easy vector 1

PCR produkt (DNA) 2,3
DNA T4 Ligase 1
voda pro PCR 0,7
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Dalsi fazi byla transformace ptipraveného vektoru do vhodnych bakterii. Ta sestava z dil¢ich
krokt jako je smichani klonovaciho vektoru s kompetentnimi bunkami E. coli XL-1. Smés
byla ponechana 10 min na ledu, a poté byl proveden tzv. ,heat shock® zahiatim smési
v termobloku Bio TDB-100 (Biosan, Lotys$sko) na 42°C po dobu 40 sekund, pfi kterém se
vektor dostane do bun¢k bakterii. Nasledovalo ochlazeni na ledu po dobu asi 1 minuty. Ke
smési bylo ptidano 150 pl SOC média (2% trypton, 0,5% kvasnicovy extrakt, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, 10 mM MgS04 a 20 mM glukdza) piedehiatého na 37°C. Takto
pripravené zkumavky se nechaly tfepat po dobu 40 minut pti 37°C. Dalsi fazi byl vysev bun¢k
na predem piipravené agarové plotny, oSetiené ampicilinem. Ampiciin byl pouzit pro
zamezeni rustu nezadoucich organismu. Pied vlastnim vysevem bunék bylo na kazdou Petriho
misku naneseno a rovnomérné rozetfeno pomoci bakteriologické hokejky 35 ul X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-fB-D-galaktosid, Amresco, USA) a 5 ul IPTG (izopropyl-p-D-
thiogalaktosid, Amresco, USA). Po vysevu buné€k se Petriho misky nechaly pies noc (cca 12

hodin) inkubovat pfi teploté 37°C.

Po skonceni inkubace byly z kazdého misky odebrany tii bilé kolonie pomoci ¢isté pipetovaci
Spicky a preneseny do ptipravenych zkumavek se 4 ml tekutého LB média (trypton, kvasni¢ny
extrakt a NaCl) s ptfidanym ampicilinem. Tato smés byla opét inkubovana 12 hodin v tiepacce
pti 37°C. Narostla bunééna smés byla odstfedéna a ziskany bakterialni sediment byl pouzit
pro izolaci plazmidové DNA za pouZiti komer¢niho kitu High Pure Plasmid Isolation Kit

(Roche, Svycarsko).

Po izolaci plazmidové DNA nasledovalo restrikéni $té€peni pro ovéfeni, jakou velikost
zaklonovaného fragmentu plazmid nese. DNA byla §tépena pomoci vhodného restrikéniho
enzymu, v nasem piipadé EcoRI (New England Biolabs, USA). Reakéni smés obsahovala 3,5
pg plazmidové DNA, 1 ul pufru (10x koncentrovaného) s 2 jednotkami enzymu EcoRI a 5,5
ul vody pro PCR. Takto pfipravend smeés byla inkubovana 30 minut pfi teploté 37°C.

Pomoci elektroforézy se oveéfila UspéSnost klonovani a zarovenl kontrola velikosti
zaklonovaného fragmentu. DNA vybranych klont byla odesldna na sekvenovani komer¢ni

firmou Eurofins GATC Biotech.

7.1.2.3. Southern blot a hybridizace s radioaktivné zna¢enou sondou
Dalsi moznou metodou pro zvyseni senzitivity diagnostiky prvoka D. fragilis byl zvolen

Southern Blot s naslednou hybridizaci.

30



Prvnim krokem pied samotnym pfenosem DNA z gelu na membrénu bylo provedeni PCR
s naslednou elektroforézou. Jednalo se o vybrané vzorky, ve kterych byl fragment DNA
odpovidajici velikosti velice slaby. Poté nasledovala piiprava DNA Vv gelu pro pieneseni. To
zahrnovalo depuranici v depurina¢nim roztoku (0,25 M HCI) po dobu 20 minut za G¢elem
rozlamani pfili§ dlouhych fragmenti DNA. Nasledovalo oplachnuti gelu v destilované vode.
Poté byl gel ponoten do denatura¢niho roztoku (0,5 M NaOH, 1,5M NaCl) po dobu 20 minut
a znovu oplachnut v destilované vod¢. Poslednim krokem pted pfenosem DNA z gelu na
membranu byla neutralizace v neutralizatnim roztoku (0,5 M Tris-HCI, 3 M NacCl)

S naslednym promytim v destilované vodg¢.

Nasledné byla sestavena aparatura pro kapilarni ptenos DNA z gelu na membranu (Obr. 13).

SESTAVA PRO KAPILARNI PRENOS Zavasi
Z GELU NA MEMBRANU

Absorbcéni vrstva

Membrana e
I ¢ | = R ‘F/iltraéni papir
4 20X°'SSC \

Vanicka / Stojanek \

Obr. 13: Sestava pro kapilarni pifenos DNA Zz gelu na membranu (Souther Blot).
(https://labguide.cz/631-2/).

Jako prenosovy pufr byl pouzit 20X SSC (Saline-sodium citrate, 3M NaCl, 0,3M CsHs07Nas.
2H>0, dH20).
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Pufr se v takto slozené aparatufe nechal vzlinat pfes noc pii 10 °C. Potom byla soustava
rozebrana, membrana kvuli spravné orientaci ozna¢ena a DNA pomoci UV na crosslinkeru

zafixovana.

Hybridizace membrany s naslednym promyvanim v hybridiza¢ni peci (Labnet, USA) byla
provedena dle protokolu Zeta-Probe®Blotting Membranes (Biorad). Prehybridizace probihala
pii 65 °C po dobu 2 hodin za pouziti standardniho zeta probe hybridizacniho roztoku. Samotna
hybridizace s probou probihala pies noc pfi stejné teploté. Druhy den byla membrana celkem

Ctyfikrat promyta standardnim promyvacim roztokem.

Takto oSetfena membrdna s navazanou radioaktivni sondou byla pfes noc exponovana
Vv kazeté. Druhy den se pomoci Typhoon Scanner (GE Healthcare, USA) zobrazily vysledky

hybridiza¢niho procesu.

7.2. Pribézné vysledky

Dosud bylo ziskano 424 vzorki, ze kterych je 288 lidskych a 136 od riznych zvifat (se kterymi
jsou udastnici v ¢astém kontaktu). Vzorky byly ziskavany z riznych &asti celé Ceské
republiky. V dotazniku tGi¢astnici uvedli své zaméstnani, vek, typ diety, cestovani a kontakt se

zvitaty.

Pt zpracovani dat jsme byli nuceni odstoupit od zdméru analyzovat vliv diety na pfitomnost
D. fragilis, jelikoz se nam nepodafilo nashromazdit dostate¢né mnozstvi vzorki od

dobrovolniki stravujicich se alternativné (vegetarian, vegan).

Na vsech vzorcich probéhla PCR a pozitivni pak byly sekvenovany. Z 288 lidskych vzorku je
zatim 17 pozitivnich, coz znamena, Ze prevalence u lidi je 5,9 %. VSechny zviteci vzorky se

ukazaly byt negativni.

Dosavadni shrnuti vysledka vychazi zatim pouze z PCR metodiky. B€hem klonovani se ndm

nepodafilo prokéazat ptitomnost dientaméby u Zadnych z podezielych vzork.

Metoda zalozend na pouziti radioaktivity (Southern Blot s naslednou hybridizaci), se ukazuje
byt slibnéjsi, nicméné vysledky budou kompletné shrnuty az v diplomové praci. Déle se také

uskutecni diagnostika pomoci RT-PCR.
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8. Zavér

Dientamoeba fragilis je kosmopolitné€ rozsitfeny prvok, o jehoz roli v lidském zdravi a nemoci
se ve védecké sféte stale vedou diskuze. Bylo sepsano mnoho praci, které povazuji dientamébu
za neSkodného komenzala, ale i1 takové, které ji spojuji se stievnimi nemocemi, jako je
naptiklad syndrom drazdivého tracniku (IBS) nebo gastroenteritida, v leh¢im ptipad¢€ prijem
a bolesti bficha. Nesoulad vysledkti muze byt zplsoben riznymi subtypy D. fragilis. Jsou
udavany dva rtizné genotypy, které se od sebe 1isi pouze v fadu jednotkach procent. Objevila
se i prace, kterda popsala dokonce Ctyfi subtypy tohoto prvoka, piicemz vSechny mély
patogenni charakter. Tato studie ovSem nebyla potvrzena zadnymi novéjSimi poznatky, proto
je nutné brat tuto informaci s rezervou. Dalsi mozna pricina nesouladu ohledné patogenity
zvlnéné bunky). AvsSak, jejich geneticka odliSnost neni zatim zndmd a mohla by byt

pfedmétem novych studii.

v

Ohledn¢ diagnostiky D. fragilis se jako nejidealnéjsi jevi molekularni metody, a to pro svou
vysokou citlivost a specifitu konkrétné RT-PCR. To je v soucasné dobé nejpouzivangjsi cesta

k odhaleni pfitomnosti tohoto prvoka v lidském organismu.

V ramci dil¢iho cile zaméfeného na objasnéni vlivu né€kolika vybranych faktorii na kolonizaci
timto prvokem bylo zjiSténo, Ze vyssi pravdépodobnost vyskytu dientaméby maji déti ve véku
od 7 do 11 let. Pohlavi v tomto ptipadé nehrélo Zadnou roli. Déle nebyl zaznamenan vyrazny
rozdil mezi détmi cestujicimi po Evrop€, mimo Evropu ani témi, které v poslednich mésicich

neopustily danou zem.

Dalsim dil¢im cilem bylo porovnani vyskytu D. fragilis u zdravych lidi Zijicich v rozvinutych
zemich a v zemich tfetiho svéta. Jelikoz je jen malo studii, které se zamétuji na zdravé jedince
(tzn. lidi bez gastrointestinalnich problémil)v souvislosti s prvoky, tak bylo obtizné porovnat

vyskyt a prevalenci D. fragilis mezi témito populacemi. Z dostupnych informaci ovsem

vvvvvv

Nejen tento prvok, ale i dalsi, jako je naptiklad Blastocystis, postupné ptrechazeji od statutu
patogen k oznaceni komenzal. Dokonce nedavné studie naznauji, Ze se spiSe fadi

K ,,prospéSnym® organismim v téle.
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