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Abstrakt

Blastocystige obligatrt anaerobni prvok, ktery s€dn vyskytuje ve sevnim traktu
mnoha zwviat i lidi a je celos&tové rozSten. Jedna se o geneticky velmi variabilni a
rozporuplny organismus, u kterého felda prozkoumat a objasnit mnoho aspg&ho
biologie.

Ve vybraném zegudélském druzstvu byly v @béhu roku 2010 odebrany pro
parazitologické vyséeni vzorky vykak prasat. Celkem bylo odebrano a vySeb
kultivacni metodou dle Dobell-Leidlaw (1926) 40 vzorkz toho pozitivnich na
Blastocystishylo 19 vzork. DalSi vzorky byly vySéeny pomoci molekularnich metod
(PCR). Jejich pomoci bylo ziskdno celkem 5 sekv@tastocystis které bylo mozné
dolre z&adit do podtyp 1 a 5.

Kli ¢ova slova Blastocystisvariabilita, prasata

Abstrakt

Blastocystiss an obligately anaerobic protist, commonly foundntestinal tract of
numerous animals and humans across whole world.géenetically very variable and
rather enigmatic organism. Many aspects of itsdgglneed to be further studied and
clarified.

On a chosen farm were during the year 201Cec@t samples of pig faeces for
parasitological survey. A total number of 40 sarapMas collected and cultivated by
the method of Dobel-Leidlaw (1926). Of them, 19 wasitive forBlastocystis Other
samples were checked by molecular methods (PCRhgUbkem, five Blastocystis

sequences were obtained, which clearly belonglitypaes 1 and 5.

Keywords: Blastocystisyariability, pigs
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1. Uvod

Blastocystige jednobui¢ny paraziticky prvok, ktery sesbrn¢ vyskytuje ve sevnim
traktu Siroké Skaly zvat i lidi.

Fresto, Ze byl objeven jiz kolem roku 1900, pokrok wgkumu byl postupny a
nara:ny z rekolika divoda - maly p@&et laboratdi, které by se zabyvaly problematikou
a studiem parazita, existence genetické rozmankostplikovalo porovnani a @veni
dat, absence vhodného diho modelu komplikovala vy$ehi jeho imunologie a
patologie. Vznikaly nesrovnalosti vV literdéy zejména vitsledku pouziti
nestandardizovanych diagnostickych metod a vyvtatek obtize p identifikaci
parazita.

Biologie tohoto parazita byla |épe pochopena pblednich letech, ale stale se jedna
o rozporuplny organismus a jéeba prozkoumat a objasnit mnoho asfejgho
biologie. V sodasné dob se obnovil zdjem o tohoto parazitaddu gezkoumani
klasifikace, genetické rozmanitosti, tgwbu penosu, patologického potencialu,
Zivotniho cyklu a z évodu ugresréni molekularni diagnostické techniky.

Cilem mé diplomové prace je odhadnout preval®&tastocystisu prasat, pomoci
molekularnich metod charakterizovat pradenenyBlastocystisa stanovit, do kterého

genotypu paf.



2. Literarni pehled

2.1. Zakladni pojmy v parazitoloqii

Parazitologie je wda, kterd se zabyva cizopasnictvim, jedna se Wastrobor
ekologie, tj. nauky o vztazicliznych organisr k prostedi i k sok navzajem (Jirovec
etal., 1977).
nikdy neziji samy, Ziji spote&¢ s dalSimi organismy. Parazitismus je jednim ztyp
tohoto souziti, p kterém jeden z partn&ma ze souziti progph a druhy sSkodu (Volf a
Horak, 2007). Tento biologicky jev je ¥ippdé velmi rozSfen, nelze ho chapat jako
vyjimeénou ¢i nahodnou formu Zivota. Jedna se o logickglddek vznikly fisobenim
Siroké Skaly iznychc¢initela ve vyvoji Zivaticha a jejich vzajemnych vztah(RysSavy et
al., 1989) a ma velmiidezitou roli v evoluci (Volf a Horak, 2007).

Parazitje organismus, ktery Zije na ukor jiného organisarje s nim svym Zivotnim

cyklem €srg vazan po krat&ii delSi dobu (RySavy et al., 1989).

2.1.1. Rozdleni parazii a hostitel

Tato prace je zatiena na parazity rodBlastocystis proto dale budou popsany jen
terminy, které sémito organismy souviseji:

» Podle mista, kde se parazit nach&#stocystigadime mezvnitini parazity
(endoparazity), tzn. Ze Ziji uviittla hostitele (RySavy et al., 1989).

» Zhlediska Zzivotniho cyklu jeradime mezijednohostitelské(monoxenni)
parazity (Volf a Horak, 2007).

* Po celé své aktivni obdobi ziji uvhisvého hostitele a na zakéatbho je
fadime mezpermanentni(trvalé) parazity (RySavy et al., 1989).

* V téle hostitele se mnozi, onemaan probiha spisS akwna korEi obvykle
uzdravenim hostitele,fpadré vznikem imunity proti této infekci. Proto je

fadime mezmikroparazity (Volf a Horak, 2007).



» Obligatni parazit musi bezpodmitn¢ ¢ast svého Zivota Zit paraziticky, aby
mohl dokowit sviij vyvoj, bez svého hostitele neni schopen mnozanaa.
Cast svého vyvoje realizuji ve &8im prostedi jako cysty (Volf a Horék,
2007; RySavy et al., 1989).

» Kazdy hostiteBlastocystige definitivni (Volf a Horak, 2007).

2.1.2. VVztah parazit-hostitel

Vztah parazit—hostitemezi ol&ma partnery vyt systém vzajemnéhoipobeni a
ovliviovani. Aby tento systém mohl vzniknout, jéekia spinit tkteré zakladni
podminky:

* Musi byt zaji&na moznost kontaktu parazita a hostitele, formatmkontaktu
zavisi na zpsobu roz&ovani obou slozek systému, na jejich chovani a na
ekologickych podminkach, které v daném biotopevfadaji.

» Hostitel musi zajistit svému parazitu vhodné podiyipro jeho dalSi vyvoj.
Tyto podminky mohou byt zavislé na fyziologickyah morfologickych
vlastnostech hostitele, které determinuji jeho viosd nebo nevhodnost pro
existenci daného parazita.

e Parazit za normalnich podminek musi byt schopefawdbjakymkoli reakcim
hostitele nanienym specificky proti &mu. Pokud jsou spémy vSechny tyto
podminky, je mozny vznik tohoto sytému.

Podminky vzniku vztahu parazit-hostitel vSakjsoe trvalé, mohou se d&nit
v prabéhu vyvoje, fistu hostitele a parazita, aiho obdobi nebo klimatickych zm
(RySavy et al., 1989).
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2.2.Blastocystis

2.2.1. Zakladni charakteristika

Blastocystige obligatrt anaerobni prvok, ktery s€dn vyskytuje ve sevnim traktu
mnoha zuiat i lidi a je celosstové rozSten (Pakandl, 1999; Sohaila et al., 2005).
Presto, ze byl objeven jiz kolem roku 1900 (Tan, 2008n et al., 2010), pokrok ve
vyzkumu byl postupny a natoy (Tan et al., 2002), az v poslednich desetiletiagio
za pomoci modernich molekularnich metod k vyznamndrokroku ve vyzkumu a
pochopeni biologie tohoto prvoka (Tan, 2008).

Blastocystisje geneticky velmi variabilni organismus, nenings kolik druli
existuje Donedavna byl uznan pouze drBlastocystis hominjsktery je izolovany ze
strevniho traktu lidi (Yoshikawa et al., 1998; VolHarak, 2007). Parazity izolované ze
strevniho traktu zwecich hostiteél ozna&ujeme jakoBlastocystispp. (Abe et al., 2003;
Noél et al., 2005; Pérez-Corddn et al., 2007; Stgdsat al., 2007). V posledni déb
bylo popsano i &kolik dalSich drufi, zejména z ptak plazi a krys (Chen et al., 1997;
Noél et al., 2005).

Na zaklad morfologickych a fyziologickych studii bylo zj&to, Ze buiky
Blastocystigsou gevazrié kulovité, mize mit jedno neboékolik jader. Buiiku ténef
vypliuje velikd vakuola, dale lika obsahujeendoplazmatické retikulum, Golgiho
komplex atetné mitochondrie, které jsou vakuolou z&lay na periferii pod povrchem
buiky (Zierdt a Swan, 1981; Volf a Hordk, 200B)astocystimemaji Zzadné biky ani
povrchové mikrotubuly, neobsahuji ignou sénu. Existuji rozdily ve velikost a tvaru
buiky (Sohaila et al., 2005).

2.2.2. Taxonomicka klasifikace

2.2.2.1. Historie

Poprvé definoval roBlastocystsigiz kolem roku 1900 Alexeieffa (Tan et al., 2002),
ktery navrhoval jméndlastocystis entericoléStenzel a Boreham, 1996) a povazoval

tento organismus za neskodnou kvasinku (Soha#é ,e2005). Rozsahly morfologicky
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popis zvéejnil a Zivotni cyklus popsal Brumpt, ktery navriabyméno Blastocystis
hominis pro organismy izolované z lidskych vykaltoto jméno bylo poZivano
negastji a zachovalo se az do s@sné literatury (Stenzel a Boreham, 1996).

Blastocystis byl piavodné chybré klasifikovan jako cysta Bikovca, kvasinka,
rostlinny material nebo plige(Tan, 2008). AZ do sedmdesétych let minulého Stole
bylo publikovano velmi malo ud&j (Stentzel a Boreham, 1996), zdjem o tento
organismus obnovil az Zierdt, ktery proveéadu studii pevazri mezi lety 1970 a 1980
(Tan et al., 2002). Studie Zierdta poskytla pmasporny fkaz, ZeBlastocystisneni
plisai nebo kvasinka, jak navrhovaliani autdi jako Alexeieffa, Brumpt, O"Connor,
Beaurepaire — Araga, Knowles a Das Gupta a Lav&ie poskytl dkaz, Ze se nejedna
ani o cystu jiného organismu (rfagrichomonay jak navrhovali Bensen, Bohne a
Prowazek (Stenzel a Boreham, 1996). Prafierdt prekvalifikoval na zaklad
morfologickych a fyziologickych studii v roce 198lastocystisna prvoka (Tan, 2008;
Sohaila et al., 2005).

V roce 1978 bylBlastocystis klasifikovan jako vytrusovec (Sporozoa), péad
Blastocystinav roce 1988 byl zazen do skupiny Sarcodina. Na zakladolekularnich
studii genu pro SSU rRNA v8ak Jonson, Tganou, HBore Bacerstock v roce 1989
nenasli spojitost meBlastocystisa €mito organismy (Pérez-Cordon et al., 2007).

Johnson et al. (1989) dosli k 2&v, Ze Blastocystis fylogeneticky nesouvisi
s kvasinkami, plistmi, skupinou Sarcodina a ani s vytrusovci. Na zéklaolekularni
analyzy SSU rDNA dosli k zé&w, ZeBlastocystigpati mezi Stramenopila (Tan, 2008).
Stramenopilge synonymem Heterokonta, jedna se o komplexniterdgenni skupinu,
ktera zahrnuje jednobatné i mnohobu&né organismy, jak heterotrofni tak i
fotosyntetické zastupce (Tan et al., 2002; Tan,8200ejich studie také ukazala, Ze
Blastocystisje pribuzna biikovcd rodu Proteromonas. Tyto dva organismy sdileji
nékteré rysy Zivotniho cyklu, oba jsouiestnimi endosymbionty obratlofrca jejich
Zivotni cykly zahrnuji cystu odolnou k podminkanogifedi. Blastocystisale na rozdil
od Proteromonas nemajiciky ani mikrotubuly (Tan et al., 2002).

Na zaklad novych molekularé&fylogenetickych studii sBlastocystisukazal nejblize
piibuzny skupig Slopalinida, ktery zahrnuje pré&wicikovce ¢eledi Proteromonadidae
a Opalinidadopalinky) (Tan, 2004; Volf a Horak, 2007).

Taxonomicka klasifikace rodBlastocystisje velmi narégna (Tan, 2008), zakladni

znalosti jeho biologie nam poskytly diky velkémulitBlavné Zierdt a dalSi #decké
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skupiny vedené Borehamem a Stenzelem (mezi let9 49890) a Yoshikawa a Singh
v roce 1990 (Tan, 2004). K igSeni této problematiky jéeba dalSich studii.

2.2.2.2. Taxonomické razeni rodBlastocystis

* NadiiSe Eukaryota

+ RiSe:Chromaleveolata

» PodrisSe: Stramenopila (Heterokonta)

* Kmen: Slopalinida » rod: BlastocystigHausmann a Hulsmann, 2003; Volf a
Horak, 2007).

Obrazeks. 1: Fylogenetickd pozidBlastocystis

z-Froteobacieria

| [-Proteobactarta

I -Protecbactsria

| i-Protecbactera

I Fibrobacteres/Acidoba cteria
| ¢-Prolecbacteria

| Proteobacteria

| Actinobactera

I Do Inoco-cusiThenmus

| Bactersidea/Chiorobi
| Firmicutes
| Bacteroides/iChiorobi

| Cyanobaciera

I Chilorofexi

Zdroj: Stechmann et al., 2008
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2.2.2.3. Geneticka rozmanitost

Cetné studie ndm objasnily vyskBiastocystisu lidi a v celé 3kale Ziwicha, do
které pati prasata, opice, skot, ntata, plazi, ptaci, hlodavaij Svabi. V nedavé dob
al., 2002; Pérez-Cordodn et al., 2007).

Blastocystige geneticky velmi variabilni organismus (Stensvet al., 2009), ktery
by mel byt rozdtlen do jednotlivych podtyp (Iguchi et al., 2009). Neni jasné kolik
v sowasné dob existuje podtyp, nékteré studie uvagi 9 podtypi (Stensvold et al.,
2007; lguchi et al., 2009; Tan et al., 2010), jstédie uvadji az 12 existujicich
podtypi (Tan, 2008).

Geneticka variabilita byla pozorovana u oboupsi, Blastocystigzolovanych od lidi
i od zviat (Tan, 2008). Studie také ukazaly, Ze mohou exddt podobnosti mezi
izolaty od fiznych hostitel a naopak, Ze rozdily mohou byt patrné v izolatedh
stejného hostitele (Tan, 2004). PFGE (elektrofogrézlaromosom ukazala @izné
karyotypy, tedy rozdily ve velikosti a mnozstvi eimosomu uiznych izolal (Béhm —
Gloning, 1997).

Pro detekci genetické rozmanitosti byly poutitgné molekularni metody, coZz mimo
jiné vedlo ke vzniku matouci terminologie Wavani a ozn&vani podtyg
BlastocystigStensvold et al., 2007). Metody RAPD a RFLP sézaky jako nevhodné
ve srovnani s molekularni metodou PCR, ktera sealftdako prakticka a citlgjSi pro
klasifikaci a identifikaci genotyp (Yiming et al., 2006). Jednotlivé podtypy byly
popsany na zaklgdyenu pro RNA malé ribozomalni podjednotky (SSU ANV této
souvislosti je pouziti terminBlastocystis hominisievhodné, misto toho byé&mbyt
parazit oznéen jenBlastocystisp a pgislusSnym podtypem n — nejlépe podle klasifikace
dle Stensvolda et al. 2007 (Tan et al., 201Gehked dalSich systéimklasifikace
podtypi a jejich vzajemnych vztdhe uveden v tabulcé 1.

Nasleduje strény prehled zndmych podtyip

Podtyp 1byl diagnostikovan u lidi, prasat (Tan, 2004), dalprimaf, skotu a ptak
(Abe, 2004).

Podtyp 2byl diagnostikovan u ptéik— kachny, kiity a kurat (Tan, 2004), u lidi a
primati (Abe, 2004) a u prasat (Tan, 2008).
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Podtyp 3je povaZzovan za lidsky podtyp (Tan, 2008), aleskterych studiich byl
popsan i u hlodavc(Tan, 2004), dobytka a prasat (Abe, 2004).

Podtyp 4oyl diagnostikovan u primét ptaki, hlodavd (Abe, 2004; Tan, 2008).

Podtyp Syl diagnostikovan skotu a prasat (Abe, 2004; Tan, 2008).

Podtypy 6 - 7jsou povaZzovany za Zi¢sné podtypy, protoze byly izolovany pouze
ze skotu a prasat (Yiming at al., 2006) a z pt@lkan, 2008).

Podtypy 8 - 9 byly nejvice blizké podtypn 4 a 5. Je velmi malo informaci o
podtypech 8 a 9, podtyp 8 byl hlaSen u ba¥aopic, a lidi. Podtyp 9 byl hlaSen u lidi
(Tan, 2008).

Souasné dleni na jednotlivé podtypy poskytuje pouzeéegizznou informaci o
genetické pibuznosti mezi jednotlivymi izolaty (Noél et al.,@). Probléemy ohledn
uréeni druti Blastocystisa metod, které by jednotlivé druhy rozliSily, ngbyatim
uspokojiv vyreSeny. Byly popsany druhy u kura domaciBtagtycystis gal), kachny
domaci Blastocystis anat)s domaci husy Rlastycystis anserxi(Belova 1991, 1992,
podle Stenzel, 1996, Lee a Stenzel, 1999), avShledem k tomu, Ze tyto druhy byly
popsany pedevSim na zaklad predpokladané hostitelské specifity a nebyly
charakterizovany molekulatnje prakticky nemozné je identifikovat gkterym s vySe
zmirgnych podtyd. DalSi druhy byly popsany napz mdského hadalapemis
hardwickii (Blastocystis lapemi(Surech et al., 1997; Yoshikawa et al., 2004)z gy
Geochelone elephantopyBlastocystis geocheloni(Surech et al., 1997) a z krajty
miizkované Blastocystis pythohi(Chen et al., 1997).
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Tabulkad. 1: Srovnani ozngni podtyp Blastocystisu rizznych autad a navrh

konsensni terminologie

Clade | Subtypy | Skupiny a | Subtypy | Ribodemy' | Podskupi Cluste Suptypy Subty
. ° subtypy ‘ f ny’ ' py
I I /1 1 1,8 1] E 1,1 1
I Il /5 5 6 Vv C,D 2
X [+11/1+5 - - - -

1] 1l /3 3 2,7;4;5 W A 3 3
v v Iv/i7 7 3 v B 4
IVa IvVI7 - - - 8

V \% V/6 6 - - - - 5
VI VI Vi 4 9! - - 4 6
B Via Vi/4 - - - - 9
Vil Vi VII/2 2 10 vim - 2 7
_ Vil VIi/2 - - - - - 7

3 Clades* podle Aurisue et al. a Yoshikawa et %ybtypy podle Scicluna et al.;
°skupiny podle Noel et al®Subtypy podle Yoshikawa et afribodemy podle Clark a
Yoshikawa et al.fribodemy podle Clark%podskupiny podle Bohm — Glonin8klastr
podle Stensvold et al'subtypy podle Yoshikawa et al'tibodemy 8 a 9 podle
Yoshikawa et al a Keneda et dlgodskupiny VI podle Thathaisong et al.

Zdroj: Stensvold et al., 2007
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2.2.3. Morfologie jednotlivych forem

Blastocystige polymorfni organismus, jehoZ hlavni a okecanavané formy jsou
vakuolarni, granularni, multivakuolarni, vakuolamiaméboidni formy a cysty (Tan,
2004). Ve skuténosti Blastocystismiize vytv&et zardzejici mnozstvi forem v ramci
jedné kultury. Rozséhla variabilita ve formackinida studium bug¢né biologie
Blastocystimara@nym, coz vedéas odcasu k mylné interpretaci dat (Tan, 2008).

2.2.3.1. Vakuolarni a granularni forma

Vakuolarni forma je povazovana za typickou ddaou formu Blastocystis Tato
forma je obeck pouzivana k diagnostidglastocystis Granularni forma méa podobnou
strukturu jako vakuolarni forma, ale ma odliSny athsProto morfologieéthto dvou
forem bude popsana spéhe (Stenzel a Boreham, 1996).

Vakuolarni a granularni formy maji obvykle kuly ¢i ovalny tvar (Abe et al.,
2002). Vakuolarni formy se velmi liSi ve velikostigpzmezi je od 2 do 200 um
s ptimérem od 4 do 15 uniStenzel a Boreham, 1996; Tan, 2008). Granulanmhyo
jsou casto o ®co wtSi nez vakuolarni formy, pmér ¢inni 10 az 60 um (Stenzel a
Boreham, 1996).

Centréalni vakuola fize zabirat az 90% hky, obklopuje ji jen tenka vrstva
cytoplazmy a obvykle obsahuje jetrzrnity nebo vigkovity materidl v pipads
vakuolarni formy (Tan at al., 2002). ¥ipact granularni formy mize centréini vakuola
obsahovat granulatkolika morfologickych tyd (Stenzel a Boreham, 1996)ieBna
funkce centralni vakuoly neni znama, dienych autol maze mit nasledujici funkce:
skladovani organel, zasobni funkce, repr@dilKunkce, nebo ukladani apoptotickych
telisek lEhem programované b&mé smrti. Jedna se pouze o hypotézy, které nebyly
testovany (Tan, 2004).

V cytoplazn¢ se nachazeji organely typické pro Eukaryota, kswa pozorovatelné
pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)r(iém et al., 1998; Tan, 2008).
Mitochondrie, liSici se v morfologii a ptu, obvykle obsahuji malé mnoZstvi krist.
Golgiho komplex je plehly k jadru. Jader f¥e byt i rekolik, az ¢tyii, a v pfiméru

jsou velka piblizn¢ 1 um (Stenzel a Boreham, 1996).
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Buiky Blastocystigsouc¢asto obklopeny povrchovou vrstvoui@né tlousce, ktera
je rekdy ozn&ovana jako fibrilarni plas Fibrilarni plag je ¢asto silgjSi u cerstw
izolovanych Blastocystisa postup#é se tedi béhem dlouhodobé laboratorni kultury,
duvod zteovani je neznamy. Povrchovy pfadbsahujeadu sacharid a predpoklada
se, ze hraje roliip zachycovani bakterii slouzicich jako vyZiva. Digko ochrana igd
osmotickym Sokem nebo jako mechanickd bariéra #apch vazlkE protein

imunitniho systému (Tan, 2008).

2.2.3.2. Multivakuolarni a avakuolarni forma (Stelree Boreham, 1996)

Ve fekalnim materialu je v Bkach gitomen spis &Si paet malych vakuolizné
velikosti a morfologie nez jedna velka vakuola. Mikuolarni formy jsou menSi nez
vakuolarni a granularni formy, jejich velikasni v priméru 5 az 8 um. Neni jasné, zda
malé vakuoly pitomné v multivakuolarni forjsou vzajema odctlené, nebo se jedna
0 propojenou $i Buiky obsahuji jedno nebo dvjadra. Na povrchu maji silny
glykoproteinovy plés ziejme slouzici k zachycovani bakterii, které slouzi jpktrava.

V lidském stewé se mohou nachazet i mensSi formy, které majimpr 5 um, taktéz
obsahuji jedno nebo dyadra, ale nemaji Zzadnou vakuolu.

Avakuolarni forma neni obklopena pkst a obsahuje mitochondrie rozdilné

morfologie s¢etnymi kristami.

2.2.3.3. Améboidni forma

Améboidni forma se vyskytuje jen vzé@existuji rozpory v popisu jeji morfologie,
zejména fi pouziti elektronové mikroskopie (Tan, 2008).

Dunn et al. (1989) pomoci TEM poskytl podrohmépisy struktury této formy.
Améboidni formy byly nepravidelného tvaru a pon¢ malé, v péméru od 2,6 do 7,8
um. Ve vakuolach byly pozorovany pohlcené baktédtieré slouzi jako vyziva (Tan et
al., 2002). K dispozici ma jednu neboédyseudopodie, které se nezdaji byt zapojeny do
pohybu (Tan, 2004). Autotéto studie nenalezli centralni vakuolu a Golgkummplex
(Tan et al., 2002).

Studie Tan (2008) ale ukézala pomociétamé a elektronové mikroskopie,

piitomnost centralni vakuoly, povrchového piastGolgiho komplexu icetnych
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mitochondrii v buiikach améboidni formy. V zhledem ke genetické roztosti
organismu je mozné, Ze odliSnosti v popisech jqmisabeny rozdily mezi genotypy
BlastocystigTan, 2008).

2.2.3.4. Cysta

Cystaje nejnowji popsana formaBlastocystis pozdni objev je zZisoben malou
velikosti, kteracini v praméru od 2 az do 5 pm. To mohlo vést k zéwns fekalnim
odpadem (Tan, 2008). Tato forma byla poprvé nakezenvzorciclterstvych vykal u
pacienta s AIDS (Stenzel a Boreham, 1996).

Cysty jsou variabilni ve tvaru, aletsinou maji vejity nebo kulovity tvar. Jsou
obklopeny tlustou ghou, obsahuji jedno a#yti jadra, mitochondrie, malé vakuoly a
loziska glykogen a lipida (Tan, 2004; Tan, 2008).

Pozorovany byly dva typy cyst, jeden typ obsahdibrilarni vrstvu a druhy nikoliv,
coz snad poukazuje n@ifomnost tiznych drulid BlastocystigTan et al., 2002).

CystyBlastocystigsou Zejmeé velmi odolné wci negiznivym podminkam prostdi,
jako je tomu i v pipadt mnoha jinych prvok (Stenzel a Boreham, 1996). Tato forma je
Gdajre schopna fezivat ve vod po dobu 19 dniip normalni teplai, studie ukazaly i
schopnost feZit po dobu 1 &sice pi teplo€ 25°C a 2 misice i teplo& 4°C. Cysty se
ale ukazaly byt citlivé na extrémni teploty a naid&ekeni prostedky (Tan, 2008).

Zawrem lzeftici, Ze se jedna o nejvice odolnou fazi v Zivotrdyklu parazita a Ze

hraje roli ¢ prenosu (Tan, 2004).
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Obrazeks. 2: Jednotlivé formBlastocysts sp. ve fAzovém kontrastu

A - Vakuolarni forma a fekalni cysta v in vitro axeké kulture zobrazuji rozsahlou
variaci ve velikosti.

B - Granularni forma s vyraznou granularni inkuzistedni vakuole (hrot Sipu).
C - Améboidni forma vytu&jici pseudopodie.
Méritko odpovida 10 pm.
Zdroj: Tan, 2008
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2.2.4. Zivotni cyklus

Byla navrzena celéada Zivotnich cyki pro Blastocystisale mnohé z nich jsou piné
nesrovnalosti (Stenzel a Boreham, 1996). Je tonélapisobeno absenci vhodného
zvireciho modelu, coZz nam brani pochopit mnohé aspaktggie Blastocystisa také
polymorfni povahou organismu (Tan, 2004).

Existuji studie, které tvrdi, ZBlastocystismaji rozmanity zfisob rozmnozovani,
nag.: binarni @leni, schizogonii, pteni nebo tvorbu wki (Stenzel a Boreham, 1996;
Tan, 2004). Ale jedinym prokazatelnymizobem reprodukce je binarnéleni (Tan,
2008). Vyznam jednotlivych morfologickych forem wdtnim cyklu parazita stale neni
aplrg jasny (Stenzel a Boreham, 1996).

Zivotni cyklus (viz obr.¢. 3) byl navrzen sifhlédnutim na nedavné studie.
Multivakuolarni formy produkuji cysty a ty jsou pakeneseny do dalSiho hostitele
fekélne — ordlni cestou. Lidé a Zaita jsou nakazenémito fek&lnimi cystami, které se
vyvijeji do vakuolarni formy v tlustémist&. Vakuolarni forma se bin&rdeli a mize
se vyvinout do améboidnii granularni formy. Vakuolarni forma podstoupthbm
prichodu hostitelskéhoigtva encystaci a nasleduje uloZeni ve vykalech.alRekysty
mohou byt chragny fibrilarni s€nou, kterd se postupretraci v ptibéhu vyvoje cyst.
Autori predpokladaji, Ze tlustasiné cysty maji vyznam pro externfepos, zatimco
tenkostnné cysty maji vyznam pro autoinfekci (Tan, 200dn,72008).

Podlerady studii je obtizné stanovit v jakémiadi se jednotlivé formlastocystis
vyvijeji. Za ugitych kultivatnich podminek byl hlaSen vyvoj granularni formy
z vakuolarni formy. Z vakuolarnich forem se pr&gadobrE vyvijeji améboidni formy.
Informace o moznostech transformace z améboidmyfara vakuolarni a avakuolarni

formy na cystu chybi (Tan, 2008).
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Obrazeks. 3: Navrh Zivotniho cykiBlastocystiss vyzndenim hostitelské specifity a

mozZnosti fenosu u jednotlivych podtyp

Higman " "\‘“
{ { 2 'ﬁ‘::lm:r“‘“

IEleslimne

External
Envirgamenl

4. rardlar

Hypotetické cesty jsou prezentovanykmvanymi ¢carami. Podtyp 1 je twen
Blastocystamizolovanymi ze savic a ptaki. Podtyp 2 tvéi Blastocystyizolované z
priméti a prasat. Podtyp 3 je tken lidskymi izolatyBlastocystis Podtyp 4 tvé
Blastocystisizolované z dobytka a prasat. Podtyp 5fivBlastocystisizolované z
hlodavd, a podtypy 6 a 7 zahrnuji @faizolaty Blastocystis Navrhované schéma
nazn&uje, ze lidé jsou potenciainnfikovany sedmi nebo i vice podtyBjastocystisa

Ze rektera zvfata [Fedstavuji zdroj fenosu na&loveka.

Zdroj: Tan, 2008
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2.2.5. Infekce a onemoé&mi

2.2.5.1. Epidemiologie a prevalence

Udaje o prevalenci bylyitve nelplné a zraé tak omezily naSe chapani této
infekce. V poslednich letech byl ifgs rozdily v diagnostickych metodach obnoven
zajem o epidemiologiBlastocystis Nedavné studie prevalen@dastocystisvyrazre
zlepSily poznatky o tomto parazitu — o jeho gedgka&im a demografickém rozsni,
zpiasobu penosu, rizikovych faktorech, patologii a dalSiclrglet al., 2010).

Vyskyt infekce Blastocystis byl pivodré spojovan s gjmy v tropickych a
subtropickych oblastech, rozvajipnaki byl také davan do souvislosti s gowviostnimi
podminkami, picemz se infekce vice vyskytovalghem horkych déh a monzunovych
mesiai (Stenzel a Boreham, 1996).

V sowasné dob je jasné, Ze infekcBlastocystige celos¥étové rozSfena a jedna se
0 nefastji parazitologicky izolovaného prvoka v tropickychsubtropickych a
rozvojovych zemich (Tan, 2004), dale u turistmigrant, uprchliki, dobrovolniki i
adoptovanych &i (Stenzel a Boreham, 1996; Sohaila et al., 200®ecr plati, Ze
vySSi vyskyt infekce je v rozvojovych zemich (305¥ %) neZ v rozvinutych zemich
(1,5 az 10 %), ale mohou existovat vyjimky (StenaeBoreham, 1996), n#glad
prevalence u lidi v USAIni az 23 % (Tan, 2004). VysSi prevalenB&astocystis
v rozvojovych zemich je pra¥dodobré zpisobena nedostatketisté vody, Spatnymi
hygienickymi podminkami a navyky, Spatnou kanalizzodvozem odpadu (Sohaila et
al., 2005). Vyssi prevalence je také zaznamenarakvstudii u @ti a mladistvych.
Nezda se, Ze by existovaly zasadni rozdily v pesv@lmezi muzi a Zenami. Vyskyt
infekce se tedy prawgodobré neliSi v zavislosti na pohlavi jedince, aleiza byt
ovlivnén vékem pacient, jejich imunologickym stavem a faktory tykajicise hygieny
(Stenzel a Boreham, 1996).

Blastocystisje také Bzn¢ izolovany prvok u celéady zvfat, zejména wlenovdi,
obojzivelnild, plazi, ptdki a savé. Nekterd zviata vykazuji vysoky vyskyt infekce,
pati mezi r¢ potkani (60 %), prasata (70 az 95 %) a ptaci (U@ %), zejména
domaci slepice (95 az 100 %). Je zajimavé, Zeztdtata jsou také diskutovana jako
mozny zdroj infekce i ptrenosu naclovéka na zakladl fylogenetickych a

molekularnich studii. Prevalence u jinychiatije variabilni (Tan, 2004). N#glad
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prevalence u fisv Némecku a Malajsii byla 0 %, ale v Australii byla pat¢ence
vysokd, az 71 %. Neni zcela jasné, ¢pree vysledky prevalence IiSi, moZznym
vyswtlenim mizou byt rozdilné podminky chovu (Abe et al., 200Rpzorovani
prevalenceBlastocystisu jednotlivych zviat vede Bkteré autory k zasru, Ze potkani a

krysy by mohli byt dobrym z¥écim modelem (Tan, 2004).

2.2.5.2. Penos

Cetné studie prokazaly, Ze infekB&astocystige prenosnéa fekakoralni cestou jako
je tomu i u jinych gastrointestinalnich prnio{Stenzel a Boreham, 1996).

Frenos infekce je spojen se Spatnymi hygienickymiykgy expozice zuecim
hostiteiim, konzumaci kontaminovanych potravin a vody (Tiaal.e 2010).

Je prokazano, Ze cysta je jedindan@snou formou tohoto parazita (Yoshikawa et
al., 2004).

K pfenosu dochazi mezi lidmi i mezi aiy, ale také ze zkdte natlovéka a opang,
zeclovéka na zvife (Abe et al., 2002 a 2004, Noél et al., 2005; Eragoltas, 2010).

2.2.5.3. Klinické piznaky

Existuje mnoho vzajendrsi odporujicich zprav, které tvrdi, Btastocystige nebo
neni @cinou onemocé#éni. Studie z poslednich desetileti naanapatogenni potencial
tohoto parazita (Tan, 2008).

Ke Kklinickym giznakim onemoc#ni, které bylo zfisobené Blastocystis pati
gastrointestinalni symptomy, mappnijem, bolesti kicha, zvraceni, nechutenstvi,
nadymani, poklesékesné hmotnosti, potravinova intolerance a dal$peeifické
piiznaky (Giacometti et al., 1999; Elwakil a Hewet10).Blastocystisdokonce nize
napadnout gevni tk&. Becker et al. (1988) aplikoval injgh¢ Blastocystis hominido
podkoZi potkat, coz vedlo k akutnim reakcim a pro@essouvisejicich s oduf@nim
tkare a k ohniskovému krvaceni (Moe at al., 1998). Tgmdoazit vSak neni nalézan
pouze u pacieit s gastrointestinalnimi symptomy, ale také u zdchvjedindé bez
jakychkoliv priznaki (Yoshikawa et al., 2004; Iguchi et al., 2009).
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K jinym priznakim spojenym s infekcBlastocystispati toxické a alergické reakce
(Moe et al., 1998), dgkteré zpravy poskytujifeswdéivé dikazy, Ze parazit Zjsobuje
kozni onemocEni, zejména kojivku (Tan et al., 2010).

Piizkumy ukazuji, Ze d&které populace mohou byt nach§ii k infekcim
zpisobenym Blastocystis U imunudeficitnich jedin pacient s HIV/AIDS, je
zaznamendan vysSi vyskyt této infekcaij@m je nefastjSim priznakem Blastocystige
také jednim z néastji izolovanych parazit u pacieni s rakovinou, mezi n&psgjsi
piiznaky paii bolesti licha, pajem a nadymani. Vysoky vyskyt infekce byl take
pozorovan u imunokompetetnictétd a mladistvych se snizenou imunitou a &tid
uzivajicich kortikosteroidy pro nefriticky syndrafguchi et al., 2009; Tan et al., 2010).
Také u pacierit s alkoholickou cirh6zou a chronickym vyskytem hémy B je
zvysene riziko ziskani infekce aige dojit k rozvoji zavazjsSim priznaki (Sohaila et
al., 2005).

Blastocystisma vysSi prevalenci i whterych profesich, které zahrnuji expozici

zvirecim hostitelm, nag. zangstnanci na jatkach (Abe et al., 2003).

2.2.5.4. Diagnostika

Blastocystishyl drive obvykle identifikovan mikroskopickyifpomnosti vakuolarni
formy, které je snadno rozpoznatelna diky své wslika charakteristickému vzhledu a
standarda se pouzivala pro klinickou diagnézu (Stenzel aeBam, 1996). Velké
variace ve velikosti parazita (v rozmezi 5 az 40) zmesnadovaly diagndzu, stein
jako mechanické poruseni parazita bez pevn&dménstny. Nedavné stude ukazuji
také na pitomnost multivakuolarni a vakuolarni formy a cys& vzorcich stolice.
Neznalost &chto menSich forem mohla vést ieplédnuti B diagnostice. Nakaza je
béznd i za sotasného napadeni jinymi fevnimi patogeny, nd&p Entamoeba
histolytica Giardia lamblia nebo Dientamoeba fragilis Prednostnim zfisobem
diagnostiky je fiprava trvalych barvenych it ze vzork stolice. K dispozici jsou
ELISA testy, ty ale nejsouébné provagny. Molekularni metoda PCR je pouZivana
bézre pro vyzkumné gely (Sohaila et al., 2005). Serologické metody pagk rychlou
a citlivou detekci mikrobialnich specifickych pratek, ale je jen hrstka studii, které

pouzivaji tento postup pro diagnostRlastocystigTan et al., 2010).

25



2.2.5.5. Terapie

L&ba u infekce Blastocystisje predepsana pouze tehdy, kdyz jiné etiologie
odpovidajicich zdravotnich problénbyly vyloweny. U getrvavajicich symptoinje
vhodny antiprotozodlni 1€k metronidazol (Tan et a8010). Inhibéni (Cinek na fist
Blastocystidaké ukazaly emetin dihydrochlorid, iodoquinolamolidon, a TMP-SMX.
Nejbézneji pouzivany postup tby je Metronidazol 750 mg (davka étd10mg / kg)
perorélré trikrdt den po dobu 5 az 10 dni (Sohaila et al., 2005). Qudxazol a
paromomycin jsowasto pedepsané alternativy k metronidazoldi ResnaSenlivosti
téchto leki je treba identifikovat alternativni moznosticly této infekce (Tan et al.,
2010).

Tabulkac. 2: Moznosti Iéby a rezimy §i infekci Blastocystis

Davka pro dosgglé Détska davka

750 mg 3x dentipo dobu 10 din | 15 mg/kg/den po dobu 10 @in
Metronidazol | 500 mg 3x denfipo dobu 10 din | 20-30 mg/kg/den po dobu 10in
1,5 g 1x den&ipo dobulO din

320 mg TMP a 1,600 mg SMX | 6 mg/kg TMP a 30 mg/kg SMX 2
2x denr po dobu 7 din denre po dobu 7 dia

TMP-SMX

100 mg 2x denfipo dobu 3 di
(od 1 do 3 let)

200 mg 2x dentipo dobu 3 di
(od 4 —do 11 let)

Nitazotamide | 500 mg 2x dengpo dobu 3 dii

TMP-SMX - trimethoprim-sulfamethoxazole.
Zdroj: Tan et al., 2010
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2.2.5.6. Prevence

Blastocystis je prenaSen fekalroralni cestou a ziata a jejich exkrementy
predstavuji rizikovy faktor pro nakazu lidi (StenadBoreham, 1996).

Prevence sgiva v dobré hygie)y v piistupu k nezavadné pitné wgdbezpené
likvidaci odpadi, predchazeni uniku odpadio pitné vody. U turistby pitna voda réla
byt prevaena nebo chlorovana — ta by seélanpouzit nejen k piti, ale i &Sténi zuha.
Dale by se turisti &li vyvarovat konzumaci syrové zeleniny a ovoce @lzhet al.,
2005).
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3. Material a metody

Nejprve jsem ve vybraném zédslském druZstvu v jiznickCechéach v pibéhu roku
2010 odebirala vzorky vykalod prasat. Vzorky jsem odebrala z podlahy kotce
dievenou Spachtli do plastikového kelimku a §et&ntyZ den jsem vzorky zapracovala
v parazitologické laboratpb Bakteriologickou klékou ¢i Spejli jsem odebralaast
vykalu a naokovala do tekutého médiaipraveného podle metody Dobell-Leidlaw,
poté jsem zkumavky vloZila po dobti tini do termostatu s teplotou 37 °C. Pech
dnech jsem obsah zkumavkyfeptkovala a opt po dobu #i dni kultivovala
v termostatu. Po kultivaci jsentgmesla na podlozni skko rekolik kapek tekutiny a
takto zhotoveny nativni preparat jsem prohlizela sstelném mikroskopu i
400nasobném z&eni.

Po domlu¢ s Doc. Ing. M. Kvéem, Ph.D., ktery je vedouci parazitologické
laboratde na AVCR a ma jiz vyizolované vzorky DNA z vyKaprasat, jsem vyuZzila
tuto moznost a pouzila pro dalSi vy&eti tyto vzorky. Z molekularnich metod jsem
pouzila nested PCR a , klasickou” jednokrokovou PE€Rktroforézu a sekvenovani.
Poté nasledovaly fylogenetické metody pomoci kierygsem se pokusila

charakterizovat pragekmenyBlastocystisa stanovit, do kterého genotypuiat

3.1. Kultivace vzork vykali ve dvoufazovém médiu

podle Dobella — Leidlawa (1926), modifikovano.

Dobell-Leidlawovo médium se sklada z pevné kutée slozky. OB slozky se
pripravuji oddlen¢ a médium je zkompletovano bezpresit pred pouzitim.

Pevnou slozku fpdstavuje 1,5 ml koagulovanéhonk&eého séra. Sérum se necha
koagulovat v Sikmo poloZzenych skigych zkumavkach v horkovzdusném sterilizatoru
pii teplot 80°C po dobu jedné hodiny. Tato procedura se ddeémyopakuje, aby byly
zniceny p@ipadné kontaminujici organismy &ki ze spor fezivSich prvni fazi
sterilizace.

Zkumavky s pevnou fazi jsou skladovany v ledniekuta slozka média se sklada
z 500 ml Ringerova roztoku a 50 ml stetibdebraného vaj@ého bilku.
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3.1.1. Slozeni Ringerova roztoku

Chemikalie:
Roztok A

e NaCl3,25¢g

« NaHC(G; 0,19

« KCIO0,07¢g

* NaH,PO,. H,O 0,005 g

» Destilovana voda do 450 ml
Roztok B

+ CaCk.H00,08¢g

* Destilovana voda do 50 ml

Pracovni postup:

Oba roztoky jsou ifpraveny a autoklavovany odéné, aby se fedeSlo vysrazeni
fosfath v pritomnosti vapenatych katiGn Po zchladnuti oba roztoky smichame a
piidame 50 ml pipetou sterdnodebraného vaj@ého bilku (piblizné ze dvou vajec).
Tekutd sloZzka je pak uchovana v lahvi v lednidied® pouzitim média ipvrstvime
pevnou sloZzku 3 ml tekuté slozky.

3.2. PCR

Nested PCR byla prové&mh v termocykleru. SloZeni real sn€si pro primarni a
sekundarni PCR je uvedeno v tabultce4. Nastaveni teplotniho cyklu je uvedeno
v tabulce¢. 5, s pouzitim vytivaného vika. Annealingova teplota byla 59°C pro
primarni a 60°C pro sekundarni reakci. Pro prim@&@@R byl pouzit jako forward
primer RD5 (Scicluna et al., 2006), jako reversenpr byl pouzit MedlinB (Medlin et
al., 1988). Pro sekundarni PCR byl jako forwardngeri pouzit nami navrzeny Blasto98
a jako reverse primer byl pouzit BhrRDr (Sciclunale 2006), viz tabulka. 3.

Pritomnost, pdet a délka nested PCR fragmertyla owiena elektroforézou po
probshnuti reakce.
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Kromg nested PCR byla vyzkouSena i varianta, kdy byhgakci pouzity fimo
primery specifické proBlastocystis (tj. Blasto98 a BhrRDr) v ,klasické”, tedy
v jednokrokové PCR, kdy templatem bykanpo izolovana DNA.

Tabulka¢. 3: Pouzité primery v PCR

Primer 20-mer

RD5 5-ATCTGG TTG ATC CTG CCA GT -3
MedlinB 5- CCT TCT GCA GGT TCA CCT AC -3'
Blasto98 5-AAC TGC GAATGG CTC ATT AT -3
BhRDr 5-GAG CTTTTT AAC TGC AAC AAC G -3

Tabulkac. 4: Slozeni realni sn@si

Primérni (59°C) Sekundarni (60°C)
H,O 11,30 HO 12,10
MgCl, | (25mM) | 1,20 | MgCl, | (25 mM)| 1,20
10Xbuffer 2,00 | 10Xbuffer 2,00

dNTP 10mM | 0,40 dNTP 10 mM | 0,40
Forward 10 uM | 0,40 | Forward 10 uM | 0,40
Reverse 10 uM | 0,40 | Reverse 10 uM| 0,40

BSA (20 mg/ml)| 0,80 BSA

Tag (au/1 ul) | 0,50 Tag (AU/1 pl)| 0,50

DNA 3,00 DNA 3,00

Sum 20,00/ Sum ---- 120,00
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Tabulkac. 5: Nastaveni teplotniho cyklu v termocykleru anaplifikaci SSU

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 94°C 4 min
94 °C 45s
35x Annealingova teplota 45 s
72°C 1 min
1x 72°C 10 min

3.3. Elektroforéza

Chemikalie:
e TBE pufr (89 mM TrisHCI, 89 mM kys. borita, 2 mM HB)
e agaroza

¢ ethidiumbromid

Ptistroje a nastroje

» aparatura pro provedeni elektroforézy
e zdroj stejnosrérného proudu

* UV transiluminator

* automatické pipety

» laboratorni sklo a plastik

Pracovni postup:

Kvalita DNA a vysledky PCR byly @eny na horizontalni elektroforéze v TBE
pufru na 1% agar6zovém gelu o délce 8 ci gradienti 10 V.cm-1. DNA byla
zviditelnéna ethidiumbromidem pod UV &em. Ethidiumbromid byl do geluijglan
pii ptipraw gelu ve finalni koncentraci cca 350 ng/ml gelul @esviceny UV zéenim

na transluminatoru byl vyfocen digitalnim fotoagam.
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3.4. Sekvenovani

Sekvenace byla provedena v labatiatenomiky na Ustavu molekularni biologie
rostlin (AV CR). Tato laboratb je vybavena fistrojem ABI PRISM 3130xI firmy
Applied Biosystems. Analyza je zaloZena na Sangemetod (Sanger et al., 1977).

3.5. Fylogenetické analyzy

3.5.1. Riprava alignmentu

Pouzité programy:
e CLUSTALx (Larkin et al., 2007)
* BioEdit (Hall, 1999)

Pracovni postup:

Pro priméarni osteni pivodu ziskanych sekvenci byl vyuzit program BLASTagi®
heuristicky algoritmus weny pro vyhledavani podobnych sekvenci. Sekvenees kile
vysledki BLASTu byly takka identické (podobnost 99 % a vy35i) s SSU rDM#gh
organisnii nez Blastocystis byly z dalSiho analyzovani ¥gzeny. Pouzitim vejného
serveru NCBI BLAST (narodni centrum pro biotechnologické informacey, Izse
zérover dostat do GenBanku, odkud byly stazeny sekvenceapalyzu a porovnani
s mymi sekvencemi.

Poté nasledovalo alignovani stazenych sekvemsymi, aby odpovidajici baze u
raiznych sekvenci byly ve stejné pozici. To &éa zejména v doptmi mezer na
vhodné mista za pouziti programu CLUSTALX. Postlgstni konstrukce ifrazeni s
sebou nese nevyhnutelny zdroj artefiak®roto ndm nezbyva nez zkontrolovat vystup
programu rdné, odstranit pozice, kde diky vysoké variabiliheni mozné se na
alignment spolehnout, fipadre opravit gifazeni pozic ve fietelrg Spatg
vyhodnocenych ipadech. Tento postup kontroly ac¢mii Upravy byl proveden v
programu BioEdit.
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3.5.2. Tvorba fylogenetickych strdim

PouZzité programy:
* PAUP (Swofford, 2003)
* RAXML (Stamatakis, 2006)

Pracovni postup:

Kdyz je alignment hotov, pdaji se fylogenetické stromy za pouZziti programu
PAUP. V tomto programu byly hledany topologie sttopomoci metody maximalni
parsimonie a pomoci Fitch-Margoliashovy metody regjgich ¢tverar s LogDet
vzdalenostmi. K hledani vysledného stromu pomociothe maximalni ¥rohodnosti
(likelihood) byl pouzit program RAXML. Stromy pakzd prohlizet v programu

TreeView.
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4. VVysledky

4.1. Kultivace a mikroskopie

Blastocystisbyly prevedeny do kultury a bylyéstovany ve dvoufazovém meédiu
Dobell-Leidlaw. Slo vzdy o polyxenické agnotobidic kultury, kroné Blastocystis
rostly v médiu i dalSi eukaryotické organismy, casgji trichomonady. Zhotoveny
nativni preparat byl prohlizen ve&giném mikroskopuip 400nasobném ztSeni a byl
vyfocen digitédlnim fotoaparatem, viz obrazek 4. Blastocystisbyla kultivainé
prokazana v 47,5 % vy$evanych vzork, viz graf¢. 1 — v 19 vzorcich z celkového
poctu 40 vzork.

Jelikoz prvni vysledky z nested PCR naowvaly, Ze promienost prasat je mnohem
vysSi (blizily se 100 %), upustila jsem od tétotikalce a dale jiz postupovala pomoci

molekularnich a fylogenetickych metod.

Graf &. 1: Celkovy vyskyBlastocystisv pribehu roku 2010

60

50

40

%

30

20

10

Pozitimi vzorky Negatimni vzorky

34



Obrazeke. 4: Blastocystissp.( z¥tSeno 400x)

4.2. PCR a sekvenovani

Nested PCR

Pomoci nested PCR bylo celkem analyzovano 2skuzzolované DNA z vykal
prasat. Pozitivni vysledek ve foénprouzku na elektroforéze dalo vSech 25 vaork
Sekvenace byla provedena u 6 vipnk 4 vzorki se jednalo o sekvenBiastocystisu
1 vzorku se jednalo o sekvenci blize emé dvoudlozné rostliny a u jednoho vzorku

se jednalo o rgtelnou sekvenci v obou (forward, reversexsach.

Klasicka jednokrokovd PCR

Pomoci , klasické" jednokrokové PCR bylo celkamalyzovano 7 vzotk z toho
pozitivni prouzek na elektroforéze byl ve #padech. Sekvenace byla provedena u 2
vzorki a v obou fipadech se jednaloRlastocystis

Jeden vzorek z ,klasické" jednokrokové PCR owild jednomu vzorku z nested
PCR, celkem tedy bylo ziskano 5 sekvenci.
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Obrazeks. 5: Elektroforéza, vysledek jednoho z PCR expeatiine

Vysledek jednoho z PCR experiment- nested PCR pradeh vzorki —
vizualizovany pomoci elektroforézy. Indikuje poviti na Blastocystisu vSech
zkoumanych vzork (jejich ¢isla dle databaze parazitologické labofatgou uvedena u

piislusnych prouzk). Symbol ,,- “ ozné&uje negativni kontrolu.

4.3. Fylogenetické analyzy

Fi konstrukci fylogenetickych stroin byly také pouZzity sekvence SSU rDNA
riznychBlastocystiskteré byly ziskany z databdze GenBank. Jsou myedéabulcer.
6.

Tabulka ¢. 6: Pfehled sekvenci z databaze GenBank, které byly tpopii tvorbé

fylogenetickych stroin

Accession Hostitel Accession Hostitel
DQ232789 opice AB107969 makakcervenolici
DQ232785| chapan vinaty AB070997 | makakéervenolici
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AB107963 prase AB09125( prase
DQ232783| chapan vinaty AB070998 prase
AB107970| lemurvari | AB070990 ¢lovek
AY244620 ¢lovek AB107972| kur bambusovy
AB071000 potkan AF408425 ¢lovek
FM164413 skot AF408426 ¢lovek
AB091241 kure AF408427 ¢lovek
AB070989 ¢lovek AB107973| husa domaci
AB070993 kuie DQ186644 Svab
DQ232807| chapan vinaty DQ186647 Svab
ABO070987 clovek AB107964 prase

Sekvence, které jsem ziskala a sekvence z&asaBenBank, byly analyzovany
fylogenetickymi metodami za pouZiti nasledujicichtod: maximalni parsimonie (MP),
Fitch-Margoliashovy metody nejmenSiativerair s LogDet vzdalenostmi (LD) a
maximalni ¥rohodnosti (ML).

Pred analyzou byl fipraven alignment, ktery byl upraven v programu Bid —
variabilni Useky (kde nebylo jisté, zda jsou sekeersprava alignovany) byly
odstragny. Sekvence byly na obou koncichig@any”, aby zéinaly a kowily vSechny
ve stejné pozici.

Vysledny fylogeneticky strom sestrojeny ze sekoigkteré jsem ziskala a ze sekvenci
ziskanych z databadze GenBank je zobrazen na obtazkuVSechny sekvence, které
jsem analyzovala bylo mozné debzaadit do podtypu 1 (vzorek. 2436, 2437) a
podtypu 5 (vzorek. 29, 38 a 4289). &tev podtypu 5 je ve stratrstatisticky podpiena
vysokymi hodnotami bootstrapu pro vSechry gouzité metody (LD/ ML/ MP).
Podpora podtypu 1 je zejména tigace ML a MP nizSi (< 50 %), coz je vSak
zpisobeno vysokou podobnosti sekvenci podtypu 2 sekvemodtypu 1. To se
v bootstrapovych replikatech projevovalgastym arteficielnim umi&im Wwtve
podtypu 2 v ramci podtypu 1, ktery se tak staliypodtypu 2 parafyletickym.
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Obrazek¢. 6: Vysledny fylogeneticky strom. Mnou ziskan&eswle jsou zvyrazny
podtrzenim. Cisla u wtvi jednotlivych podtyb (jeZ uvedena po pravé stednjsou

hodnoty bootstrapu pro metodu LD, ML a MP. Symb8l oznacuje hodnotu

bootstrapu nizSi nez 50.
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5. Diskuse

V pribéhu roku 2010 jsem zji®vala vyskytBlastocystisve vykalech prasat. Ve
vybraném zerdélském druzstvu jsem prokazala vyskitastocystis k diagnostice
tohoto parazita jsem pouzila kulttri metodu podle Dobell-Leidlaw (1926).
Molekularni metody, nested PCR, ,klasickou” jedimibvou PCR, elektroforézu,
sekvenovani a fylogenetické analyzy, jsem pouZziiadptekci DNA Blastocystisve
vzorcich izolované DNA poskytnutych parazitologioktaboratéi AV CR. Pomoci
téchto metod jsem celkem ziskala 5 sekveBlzstocystis které bylo mozné ddb
zaradit do podtypu 1 a podtypu 5. Tento nalez se geoslautory Abe (2004) a Tan
(2004 a 2008), ki taktéz uvadi podtypy 1 a 5 diagnostikované u prasat. Yiming e
al. (2006) uvadi, ze diagnostikované u prasat jsou ale také pgdéya 7.

V piipadt nested PCR vSechny analyzované vzorky vykazovalglektroforetickém
gelu pozitivni vysledek testu vyskyRlastocystisale po sekvenaci vybranych prodiukt
se bohuzel ukazalo, Zekieré sekvence byly nekvalitni (a tudiz jejictvpd nebylo
mozné prokazat),dkteré byly jinych organisfn (blize neu¥ené dvoudlozné rostliny)
a jen 4 sekvence gdy skuteiné BlastocystisZ toho vyplyva, Zze nefiteme tvrdit, Ze
vSechny pozitivni prouzky viditelné na elektrofackfch gelech prokazuplastocystis
Ukazuje se, ze specifita prinieneni 100%. Podle vysledk,klasické" jednokrokové
PCR byla pozitivita vzork nizSi. To ntiZze byt zmsobené tim, Ze ,klasicka“
jednokrokova PCR je mértitliva a nested PCR je tim padem vhgdnmetoda. Nebo
je nested PCR ménspecifickd a zachycuje DNA nejeBlastocystis ale i jinych
organisnii.

Existuji i jiné modifikace PCR diagnostiky zayiiti jinych primeti - bud
specifickych pro Blastocystis s naslednou sekvenaci pro zjist podtypu, nebo
specifické pimo pro jednotlivé podtypy (Yoshikawa et al., 200&shikawa et al.,
2009). V budoucnu budggng tieba zabyvat se émito zpisoby detekc®lastocystis
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6. Souhrn

Ve vybraném zedalském druZstvu v jiznichCechach jsem dhem roku 2010
odebirala vzorky vykal prasat gevénou Spachtli z podlahy kotce pro parazitologické
vySeteni. Celkem bylo odebrano a vy&sto 40 vzorl podle metody Dobell-Leidlaw
(1926). Z celkového ptu vzorki vykali bylo pozitivnich naBlastocystisl9 vzorki
(47,5 %). VySabvaci metodou, ktera byla pouzita, jsem diagnostiko i gritomnost
dalSich eukaryotickych organisimefgastji se jednalo o trichomonady.

Vysledky z nested PCR nazpmaly, Ze promienost prvoky roduBlastocystisje
mnohem vySSi (100 %), dale se proto postupovalazgppomoci molekularnich a
fylogenetickych metod. Pomoci nested PCR bylo eellenalyzovano 25 vzoik ze
kterych byly ziskany 4 sekvence SSU rDNBlastocystis Pomoci , klasické”
jednokrokové PCR bylo celkem analyzovano 7 viprke kterych byly ziskany 2
sekvenceBlastocystisJeden vzorek z ,,klasické” jednokrokové PCR odf@yednomu
vzorku z nested PCR, celkem tedy bylo ziskdno kainich sekvenci.

VSechny sekvence analyzované fylogenetickyntboami bylo mozné ddb zaadit
do podtypu 1 (vzorelk. 2436, 2437) nebo podtypu 5 (vzorék 29, 38 a 4289).
Statistickd podpora podtypu 5 byla velmi vysok&riipad podtypu 1 byla urie
sniZzena vysokou podobnosti sekvenci padtya 2.

Podslo se prokazat, Ze u prasat'R se vyskytujiBlastocystisdvou podtyg (1 a
5), coz se shoduje i s nédlezem afitéxbe (2004) a Tan (2004 a 2008). Odhad
prevalence na zakladPCR vypadal vysoky (az 100 %), ale ve skntsti ho neumime
potvrdit na zaklad vyskytlych problém. V budoucnu je tlezité zabyvat se kvalitou a
citlivosti primef.
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/. Summary

On a chosen farm in South Bohemia, | collectedng the year 2010 samples of pig
faeces directly from the floor of their pens. Aalovf 40 samples were cultured by the
method of Dobell-Leidlaw (1926). Of them, 19 (4%H were positive for Blastocystis.
Other eukaryotic organisms (usually trichomonadsjenalso cultured.

The results of nested PCR have shown that [mes@ of Blastocystis in pigs is much
higher (100 %), so we decided to utilize only malac and phylogenetic methods in
our studies. Using nested PCR, 25 samples weraalad for Blastocystis — from four
of them, SSU rDNA sequences were obtained. Seveaplsa were also checked by
direct (one-run) PCR, from these samples were obthi2 sequences. One of the
sequenced samples was the same as in nested-PQR. fiMe unique sequences of
Blastocystis from pigs were acquired.

All of the Blastocystis sequences obtained weearly shown by phylogenetic
methods to belong to subtype 1 (samples nr. 2488/7)2or subtype 5 (samples nr. 29,
38 and 4289). Bootstrap values were very high & ldtter case, those of subtype 1
were lowered due to a high similarity of subtypantl 2 sequences.

It has been shown that pigs in the Czech Répthtbor Blastocystis subtypes 1 and
5. It is in accordance with findings of Abe (20G#)d Tan (2004, 2008). Althoug the
prevalence estimated on the basis of PCR was 108p#gificity problems of PCR
arose and we cannot be sure of the high preval€pueality and sensitivity of primers

must be dealt with in the future.
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