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Anotace:

The present project is focused on the study of a prevalence of the gut protist, Giardia
intestinalis, in human and animal samples using two diagnostic approaches: (i) coproscopical
diagnostics, specifically Sheather flotation technique, and (ii) PCR. First, three PCR
protocols for different genes (triosephosphate isomerase, beta-giardin and small ribosomal
subunit) were optimized by gradient PCR. Based on these result, the gene TPI was chosen
as the best option for molecular diagnostics of G. intestinalis in the collected stool and fecal
samples. Giardia was detected only in the animal samples (2/41, dog and rabbit samples), all
the analysed human samples remained negative. Further, the TPI protocol showed low

sensitivity for diagnostics of G. intestinalis.
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I. Uvod

Giardia intestinalis (také znama pod nazvem Giardia lamblia nebo Giardia duodenalis) je
kosmopolitné¢ rozsifeny stfevni prvok. Kolonizuje tenké stfevo predev§im savcl, vcetné
Clovéka (Volf a Horak, 2007). Je pivodcem onemocnéni zvané giardioza. Giardia intestinalis
je fazena do skupiny Excavata, kmene Fornicata, tfidy Trepomonadea, fadu Diplomonadida
a Celedi Giardiidae (Volf a Horak, 2007). Trofozoiti G. intestinalis byli poprvé objeveni
Antoniem van Leeuwenhoekem v roce 1681 pii vySetfovani jeho vlastni stolice (Dobell, 1920).
Popsana byla az ¢eskym lékatem a profesorem Vilémem DuSanem Lamblem v roce 1859
(Lambl, 1859).

Tento prvok infikuje ro¢né kolem 280 miliond lidi (napt. Einarsson et al., 2016). Prevalence
giardie byla stanovena mezi 2 az 5 % populace v industrializovanych zemich. Naopak
v rozvojovych zemich je G. intestinalis rozsifena mnohem vice, a to u 20 az 40 % populace

(Abdullah et al., 2016; Obr. 1).

Prevalence of Giardia worldwide
Country Area of study Prevalence (%) reported Reference
Bangladesh ICDDRB Hospital, Dhaka 037 Alam et al (2013) 19
Egypt Damanhur city, 14.8 Hegazy er al. (2014) 9]
Ethiopia NorthGondar, 41.9 Avalew et al (2011)
Ghana Kumasi, 0.2 Walana ef al. (2014) 1721
Irag Abu-Malah & Harer, Basrah 45.16 & 18.7 Jarallah er al. (2012) 371
Iraq Kadhmiyah hospital, Baghdad 1.77 Ibrahim and Qays ei al. (2012)
Irag Erbil/Kurdistan 13.13 Hama & Rahemo er al (2014) 127
Iran Abyek, Qazvin 3.0 Akhlaghi e af. (2013) 81
India Aurangabad 33 Jain et al, (2015) 1)
India Barabanki, UP 19.13 Chaudhary e al. (2012) 1'%
Buea, Cameroon 21.4 Mbuh i al. (2010) 1481
India Chandigarh 7.96 Sehgal et al. (2010) 14
India Gujarat 5 Jethwa et al. (2015) 34
Kenya Thika District, 6.9 Ngzonjo et al. (2012) 5%
Libya Sebha Province 3.19 Bernawi ei al. (20131
Malaysia Inanam sabah 35.48 Mahsol et al. (2006) [+
Mexico Coacalco-de Berriozabal 18 Diaz et al. (2003) 7]
Nepal Dadeldhura 747 Tiwari erf al. (2013) [67]
Nepal Dharan 6.8 Sah et al ( 2013) 1¥9]
Nigeria Delta and Edo States 051 & 3.1 Omorodion et al. (2012) 155
Oman Dhahira 10.5 Patel et al. (2006) =)
Gara, Palestine 10.3 Alhindi et af. (2008) P
Philippines Metro Manila 11.6 Baldo ei al. (2004)1'1
Pakistan MuzalTarabad 11.8 Chaudhary e al. (2012) 1%
Pakistan Quetta 32 Wadood ef al. (2005) 1711
Rwanda Kigali, 3.6 Emile e al. (2013) 120
Thailand Thai 1.56 Songserm i al. (2012) 1%
Tajikistan Western 26.4 Matthys et al. (2011) [+)

Obr. 1: Prevalence Giardia intestinalis ve svété (pievzato z publikace Abdullah et al., 2016).




V USA je ro¢n¢ giardii infikovano kolem 20 tisic lidi (DuPont, 2013) a naptiklad v Malajsii
se jeji prevalence pohybuje mezi 0,2 az 25 % (Lim et al., 2008). Na obrazku 1 jsou uvedeny

prevalenc¢ni studie z riznych zemi.

V rozvojovych zemich jsou nakazy G. intestinalis nejcastéji spojovany s kontaminovanou
vodou a dale s nizkymi hygienickymi navyky. Dokonce se uvadi, Ze na venkoveé v rozvojovych
zemich jsou infikované témet vSechny déti, ackoli vétSina z nich zlstava bez symptomi. Déti
jsou infikovany castéji nez dospéli pravdépodobné z divodu nezralosti jejich imunitniho
systému (Ignatius et al., 2012; Kotloff et al., 2012). Symptomatické infekce G. intestinalis
se Casto vyskytuji i U pacientii s imunodeficienci a imunokompromitovanych jedinci (Adamu

et al., 2013; Boaitey et al., 2012; Oksenhendler et al., 2008).

1.1. Zivotni cyklus a morfologie Giardia intestinalis

Zivotni cyklus G. intestinalis (Obr. 2) zahrnuje dvé stadia — bi¢ikatého trofozoita a cystu,

tj. stadium zodpovédné za pienos mezi hostiteli. K infekci giardiemi sta¢i poziit deset cyst

(Rendtorff, 1954).

Trofozoiti jsou pohybliva stadia giardii hruskovitého tvaru obsahujici dvé jadra, osm bicika
a prichytny disk, diky kterému se pfichyti na stfevni epitel. Velikost trofozoita se pohybuje
mezi 1 az 20 pm na délku a 6 az 16 pm na Sifku. Cysty giardii maji ovalny tvar, ¢tyfi jadra
a dokazi ptezit v pitné vodé az n¢kolik mésict. Velikost cyst dosahuje 8 az 12 um na délku a 7
az 10 um na sitku (Volf a Horak, 2007; Zajac a Conboy, 2012). Spolehlivym likvidatorem cyst
giardii je teplo, v potravinach jsou spolehlivé inaktivovany béhem nékolika minut pii teploté

85 az 95 °C (Caccio et al., 2007; Taghi-Kilani et al., 1996).

Zdrojem nakazy G. intestinalis je nejcastéji voda nebo potrava kontaminovana vykaly
obsahujici cysty giardii. Po pozieni nejprve cysty prochazi zaludkem. K excystaci dochazi
V tenkém stieve, kdy se z jedné cysty uvolni dva trofozoiti. Trofozoiti se mnozi podélnym
délenim a zGstavaji v lumenu tenkého stfeva, kde se pfichyti ke sliznici stfeva pomoci
ptisavného disku (Bingham et al., 1979; Erlandsen a Feely, 1984). Trofozoiti mohou
kolonizovat tenké stievo tydny az roky (Fink a Singer, 2017). Encystace nastava pii ptechodu
trofozoitli do tlustého stfeva, a poté jsou cysty spolu se stolici v nepravidelnych intervalech

vylucovany z téla hostitele ven a kontaminuji zivotni prostfedi (napi. Graczyk et al., 2007).
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Cysty jsou infek¢ni ihned po vylouceni z téla. Kromé toho bylo prokézano, ze cysty giardii
prezivaji ve vode po dobu az dvou mésici pii teplotach nizsich nez 8 °C (Bingham et al., 1979;
Meyer a Jarroll, 1980).

Contamination of water, food, or
handsfomites with infective cysts.

Trophozoites are aiso
passed in stool but

they do not survive in
the environment.

A\ = infective Stage
A- Diagnostic Stage

Cyst

Obr. 2: Zivotni cyklus Giardia intestinalis

(https://www.cdc.gov/parasites/whipworm/biology.html).

1.2. Role Giardia intestinalis v lidském zdravi

Ackoliv je Giardia intestinalis pivodcem onemocnéni zvaného giardioza, jeji role ve zdravi
Clovéka neni zcela jasnd a je predmétem mnoha studii. Ukazuje se napiiklad, ze by

G. intestinalis mohla hrat vyznamnou roli v mikrobiomu hostitele (napf. Gerbaba et al., 2015).

1.2.1. Role Giardia intestinalis

Giardie je fazena mezi oportunni patogeny. Za normalnich okolnosti neni pro ¢lovéka

nebezpecnd, ale za urcitych podminek (hlavné pfi sniZeni imunity) jsou schopny vyvolat
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klinické onemocnéni (napt. Brown et al., 2012). U zdravych lidi tedy mize byt komenzalem,
ale muze se chovat i jako patogen. Dulezitymi faktory, které ptispivaji k tomu, jestli je giardie
komenzalem nebo patogenem, je jeji virulence, uroven vyzivy, imunita a slozeni sttevniho

mikrobiomu hostitele (DuPont, 2013; Fink and Singer, 2017; Singer a Nash, 2000).

Zejména o pozici, kterou G. intestinalis zaujima ve stifevnim mikrobiomu se toho stale mnoho
nevi. Napf. ve studii Barash et al. (2017) zjistili, ze vlivem kolonizace tenkého stieva giardii
dochazi u mysi k dysbidze aerobnich a anaerobnich komenzalnich bakterii, ktera ale mtize byt
pti¢inou nebo dusledkem zanétlivych a metabolickych zmén ve stievé (Barash et al, 2017).
Naopak v nékolika studiich zabyvajicich se vlivem Lactobacillus casei, L. rhamnosus a jinych
kment na pribeh giardidzy zjistili, Ze tyto probiotické mikroorganismy jsou schopny giardiozu

na nékolika urovnich inhibovat (Allain et al., 2017; Shukla et al., 2008).

Dalsi experimentalni studii zamétenou na roli stfevni mikroflory hostitele béhem infekce giardii
bylo nedavno pouzito jako hostitel had’atko obecné (Caenorhabditis elegans; Gerbaba et al.,
2015). Hadatko bylo inkubovano s komenzalnimi stfevnimi bakteriemi (Escherichia coli)
V piitomnosti i nepfitomnosti trofozoitt G. intestinalis. Samotna kolonizace giardii nebo E. coli
neovlivnily Zivotaschopnost Cervil, ale kombinace bakterie E. coli a G. intestinalis m¢la
pro had’atka letalni dopad. Zavérem tedy usoudili, Ze gardie zménila genovou expresi E. coli,

¢imz se z komenzalni bakterie mohl stat oportunni patogen (Gerbaba et al., 2015).

Studie Toro-Londono et al. (2019) navic piispéla pozorovanim, Ze pfitomnost stievnich
helmintu (napf. Ascaris) spole¢né s giardii pusobi na diversitu stievni mikroflory a pozitivné

ovliviiuje rovnovahu pritomnych bakterialnich komunit.

Interakce mezi G. intestinalis a stfevni bakterialni mikroflorou tedy nejsou zcela jasné,
ale za¢ina byt zfejmé, ze stievni mikrobiom bude Vv patogenité giardii hrat zasadni roli (Allain
et al.,, 2017; Barash et al, 2017; Beatty et al., 2017; Keselman et al.,, 2016). Zmény
Vv bakterialnim mikrobiomu by pak mohly souviset s obrovskou variabilitou, jakou

na kolonizaci G. intestinalis hostitelé reaguji (Barash et al, 2017).



1.2.2. Klinick4 manifestace giardiozy

Uvadi se, ze ptiblizné 60 % lidi infikovanych G. intestinalis ztistava asymptomatickych. Pokud
ale dochazi k propuknuti giardiozy, prvni symptomy se projevuji za Sest az 15 dni po infekci
(Ortega a Adam, 1997). Klinicka giardiéza se manifestuje silnymi prijmy mastné¢ho vzhledu,
ubytkem vahy, dehydrataci, Spatnym stavem kuze Ci srsti, bolestmi bficha, nadymanim
a zvracenim. Ve 20 az 40 % ptipada se projevuje také laktazovy deficit (Minetti et al., 2016).
Giardioza zpravidla miva kratkodoby charakter (DuPont, 2013), ale i po odeznéni infekce
se mohou objevit dalsi komplikace, jako jsou syndrom drazdivého trac¢niku, potravinové
alergie, artritida a chronicky tnavovy syndrom (Hanevik et al., 2017; Merch et al., 2009;
Wensaas et al., 2012).

V prubéhu klinické giardidzy dochazi k omezenému vstiebavani bilkovin a tukd, tedy i v nich
rozpustnych vitamina (A, D, E, K), které jsou diilezité pro stav klize a srsti (napt. Abdullah
et al., 2016). Také dochazi k omezenému vstiebavani zinku vyznamného pro spravnou funkci
imunitniho systému, ¢imZ mize dochdzet ke sniZzeni odolnosti organismu vii¢i dal§im infekcim
pii giardioze (Jendryczko et al., 1993). Tyto a dalsi nutricni nedostatky pii dlouhodobém trvani
mohou zptisobit az poskozeni organi. V nékterych ptipadech dokonce G. intestinalis osidli
i zluénik, ¢imz mize vyvolat Zloutenku a koliku (Ali a Hill, 2003; Abdullah et al., 2016).

Pokud je infekci giardiemi vystaven zdravy jedinec poprvé, mohou se u néj projevit akutni
symptomy giardidozy, pii dalSim vystaveni giardii je hostitel vétSinou jiz bez symptomu
s kratkodobou kolonizaci (DuPont, 2013). Einarsson et al. (2016) navic uvadi, Ze jedinci

infikovani giardii mohou byt dokonce chranéni pied jinym priijmovym onemocnénim.

1.2.3. Giardiéza u imunosuprimovanych jedinci

Ackoliv je asymptomatickd kolonizace giardii ¢astym jevem, pokud je infekci vystaven jedinec
trpici napf. podvyzivou, trofozoiti se snadnéji prichyti ke stievnimu epitelu hostitele a jsou
schopni dlouhodobé odolavat obrannym mechanismtim (DuPont, 2013). Pfichycenim ke stievni
sliznici ji poskozuji tak, ze mtize dochazet ke zvySeni permeability stfevni stény v disledku
zkracovani klki, apoptdzy enterocyti, dale napiiklad dochazi k hypermotilité stiev, to vSe miize
vést az ke vzniku chronického zanétu sliznice (Halliez a Buret, 2013). Zvlasté¢ nachylni

ke chronické infekci giardii jsou podvyzivené déti a pacienti S imunosupresi, zvlasté lidé
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s hypogamaglobulinémii a HIV pozitivni pacienti (Einarsson et al., 2016). Bez 1é¢by muze
zejména u déti dochazet ke zhorSeni vstiebavani zivin, podvyzivé nebo jejimu prohloubeni
a rustové retardaci (Ajjampur et al., 2011; Ignatius et al., 2012; Muhsen et al., 2012). U HIV
pozitivnich jedincti a lidi podstupujicich imunosupresivni terapii mtize byt tato infekce spojena
s chronickym prijmem, zvracenim, t€zkou kolikou a podvyzivou. U dlouhodobych infekci HIV
pozitivnich pacientti pak dochéazi k vyraznému snizovani kvality a zkracovani predpokladané

délky Zivota (Lim et al., 2011).

1.3. Hostitelska specifita Giardia intestinalis

Giardia intestinalis je komplex druhti vykazujicich vysokou genetickou rozmanitost. Dnes je
znamo 0SM rdznych genotypd, které se Casto oznacuji jako asamblaze A-H (Ryan a Caccio,
2013). U c¢loveka byly nalezeny jen asamblaze A a B, které vSak maji Sirokou hostitelskou
specifitu a jsou zoonotické (Berrilli et al., 2012; Ryan a Caccio, 2013; Sprong et al., 2009;
Vanni et al., 2012). Kromé ¢lovéka byla asamblaz A nalezena i u dobytka-ovci, koz a prasat
(Sprong et al., 2009). Asamblaz B byla nalezena u kralikd, ¢incil (Pantchev et al., 2014) a bobrt
(Prystajecky et al., 2015).

Na zaklad¢ sekvencnich analyz genu GDH (glutamat dehydrogenaza) je znamo, ze Se asamblaz
A déli na dva subtypy Al a AIl. Clovék je bézngji infikovan subtypem AII (Feng a Xiao, 2011).
V jinych lokusech jako jsou TPI (triozafosfat-izomeraza) a BG (beta-giardin) byla nalezena
i podskupina Alll nachazejici se u koc¢ek, dobytka a u voln¢ Zijicich zvitat. Mezi podskupinou
Alll a podskupinami Al a All jsou vsak vyrazné sekvenéni rozdily (Sprong et al., 2009).
Asamblaz B ma mnohem vice subtypt nez asamblaz A (Feng a Xiao, 2011). Asamblaze C, D,
E, F, G a H maji uzkou hostitelskou specifitu. Asamblaze C a D se vyskytuji hlavné u psi
a psovitych Selem (napf. Covacin et al., 2011). Asamblaz E je Casto u ovci, prasat a skotu
(napt. Liu et al., 2014). Nedavno byla asamblaz E nalezena i u lidi v Australii, coZ opét
naznacuje zoonoticky pienos G. intestinalis (Zahedi et al., 2017). Asamblaze E, F a H byly
nalezeny u kocek (napi. Lebbad et al., 2010). Podrobnéjsi druhové zastoupeni zvifat a lidi

Vv jednotlivych asamblazich je uvedeno v tabulce 1 (Feng a Xiao, 2011; Heyworth, 2016).



Tab. 1: Piehled zastoupeni jednotlivych asamblazi Giardia intestinalis (upraveno z publikaci
Feng a Xiao, 2011; Heyworth, 2016).

Asamblaz | Hostitel

¢lovek, dobytek, ovce, koza, prase, morce, pes, kocka, jelen, bobr, kiin
clovek, ondatra, bobr, kralik, ¢incila, pes, jelen, kin, morce, ovce
pes, prase, dobytek

pes, dobytek, liska

ovce, prase, jelen, kun, kocka

kocka, prase

potkan, krysa

kocka, racek

T OMMmMooOlm >

1.4. Diagnostické metody detekce Giardia intestinalis

K diagnostice G. intestinalis je mozné pouzit riiznych metodickych p¥istupii. Casto pouzivané
metody jsou koproskopické metody (flotace, sedimentace), molekularni metody (konvenéni

PCR a qPCR) ¢i serologické metody (napt. ELISA).

1.4.1. Koproskopické metody

V tomto ptipad¢ je diagnostika giardii zalozena na detekci cyst ve vzorcich trusu/stolice. Je také
mozné zjistit pfitomnost trofozoitt z duodenalni tekutiny (Gordts et al., 1984). K identifikaci
cyst ve vzorku dochdzi Casto po pouziti riznych zplGsobl barveni jako je napi. barveni
trichromem, hematoxylinem nebo methylenovou modii (Modry et al., 2018). Cysty a trofozoiti
G. intestinalis jsou gramnegativni a pfi barveni safraninem, stejné jako trichromem jsou

viditelna jadra, a ptichytny disk (Joseph et al., 2006).

Vseobecné¢ neni giardiozu jednoduché detekovat kvili nepravidelnému vyluovani cyst
(napt. Danciger a Lopez, 1975). Tudiz pro co nejpiesnéjsi zjisténi pozitivity ¢i negativity
vzorku je nutné vysettit vice vzorka od jednoho pacienta/zvitete s Casovym odstupem — typicky
téi vzorky odebrané ve ttech po sob¢ jdoucich dnech (napf. Ghoshal et al., 2016). Vypovédni
hodnota koproskopickych metod tedy muze byt ovlivnéna nepravidelnym vylucovanim cyst

a je nezbytna zkuSenost diagnostika.



Flotace

Flotace je diagnostickd metoda vyuzivajici rozdilné specifické hmotnosti zivotnich stadii
paraziti a viskozity flotacniho roztoku. Pomoci flotace se nejcastéji detekuji vajicka hlistic,
tasemnic a cysty prvokt (Modry et al., 2018). V této praci je pouzivana modifikovana
Sheatherova flota¢ni metoda, ktera vyuziva cukerny flota¢ni roztok o specifické hustoté 1,33
(Arrowood a Donaldson, 1996).

Sedimentaéni metoda MIF

Podstatou této sedimentacnich metody je samovolna sedimentace vajiCek a cyst v roztoku
merthiolat-jod-formaldehydu (MIF) na dno zkumavky, ktera ptipadné¢ mize byt urychlena
odstfedénim. Jednd se o metodu pro diagnostiku cyst prvokl a vaji¢ek helminti, pfedevSim

vaji¢ek motolic (Blagg et al., 1955).

1.4.2. Molekuliarné diagnostické metody

Molekularni diagnostika umoziuje detekovat infekce G. intestinalis na zakladé celkové DNA
z exkrementt. Nejvice pouzivanymi molekularnimi metodami pro detekci G. intestinalis jsou
PCR a real-time PCR (qPCR). Molekularni diagnostika mize mit vys$§i sensitivitu a oproti
konven¢nim metoddm se Siroce pouziva i pro genotypizaci. Metody zalozené na PCR
se ukazaly byt vhodné;jsi pro laboratorni diagnostiku giardidzy na zakladé specifity a sensitivity
ve srovnani s detekci pomoci antigeni nebo mikroskopie (Adeyemo et al., 2018; Nguyen et al.,
2016).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro diagnostiku giardie se ¢asto pouziva PCR genu pro RNA malé ribozomalni podjednotky
(SSU rRNA; napt. Minetti et al., 2015). Tato metoda byla pouzita i v této praci a byly
amplifikovany produkty o velikosti 292 pari bazi (bp).



Nested PCR

Obecné nested (neboli odstupniovand) PCR vyuziva vnéjSich a vnitinich primert. Amplifikace
probiha ve dvou krocich, kdy v primarni reakci dochazi k amplifikaci pomoci vnéjsich primert.
Takto vznikly produkt slouzi jako templat pro sekundarni reakci, kde dochazi k amplifikaci
pomoci vnitinich primeri (Smarda et al., 2005). Diky témto dvéma kroktim dochézi ke zvyseni
specifity této metody oproti konvenénimu PCR (napf. Nikaeen et al., 2005; Castro-Hermida
et al., 2015).

Pro diagnostiku giardie se nejcastéji pouziva nested PCR geni kodujicich triozafosfat-
izomerazu (TPI; Sulaiman et al., 2003), beta-giardin (BG; Minetti et al., 2015) a glutamat
dehydrogenazu (GDH; Minetti et al., 2015). V této praci byly pouzity protokoly pro TPI a BG.
Pro gen TPI byly béhem primarni reakce amplifikovany produkty o velikosti 605 bp
a béhem sekundarni reakce produkty o velikosti 530 bp (Sulaiman et al., 2003). Pro gen BG
byly béhem primarni reakce amplifikovany produkty o velikosti 753 bp a béhem sekundarni
reakce produkty o velikosti 511 bp (Minetti et al., 2015).

Diagnostika Giardia intestinalis pomoci gPCR

Tento typ PCR se pouziva pro kvantifikaci urcitého tiseku DNA ve vzorcich a umoziuje
sledovani amplifikace tohoto useku v realném cCase. Pii real-time PCR (qPCR) dochazi
k amplifikaci kratSich tsekd, ¢imZz dochazi ke zvySeni senzitivity. Navic, mira amplifikace
vysledného produktu je detekovana prosttednictvim fluorescencni sondy jiz béhem probihajici
reakce, coz kromé vyhody kvantifikace umoznuje obdrzeni vysledkli za podstatné kratsi dobu

(Adeyemo et al., 2018; Guy et al., 2003).

Pomoci gPCR je mozné detekovat rizné geny G. intestinalis napi. gen pro malou ribozomalni
podjednotku rRNA (Haque et al., 2007), beta-giardin (Guy et al., 2003), tridzafosfat-izomerazu
nebo glutamat-dehydrogenazu (Almeida et al., 2010). Pomérné nedavno byly také vyvinuty
primery pro qPCR, které umoziuji rychlou detekci asamblazi A, B i smiSené AB v jedné reakci

u lidi i zvitat (Solarczyk et al., 2018).



1.4.3. Serologické metody

Serologické metody jsou schopny detekovat infekce probihajici (ze stolice), ale umoznuji
odhalit i ty jiz odezné€lé (ze séra; Flanagan, 1992). Velmi ¢asto uzivanou metodou je ELISA
a imunofluorescencni test. Ob& tyto metody slouzi piedev§im ke zjisténi antigend
nebo protilatek ze stolice. Tyto metody jsou pouzivany hlavné v laboratofich
bez parazitologické, resp. mikroskopické praxe a v nemocnicich, protoze jsou ¢asové méné

naro¢né (Chappell a Matson, 1992; Jahan et al., 2014).

1.4.4. Srovnani citlivosti diagnostickych metod pro detekci giardie

Srovnanim rtiznych metod pouzivanych v diagnostice G. intestinalis se zabyvali autofi prace
Schuurman et al. (2007), kde srovnavali mikroskopické vysetieni, real-time PCR (SSU rDNA)
a rychly imunologicky test (ELISA). VSechny tfi metody byly shledany dostatecné citlivymi
a specifickymi. U koproskopického vySetieni byla senzitivita 99 % a specifita > 97 %, real-time
PCR m¢lo senzitivitu 100 %, ale specifitu pouze 92 %. Rychly imunologicky test m¢l naopak
senzitivitu 98 % a specifitu 100 %. Zaveérem tedy ustanovili koproskopickou diagnostiku jako
primarni vysetieni infekce G. intestinalis, jelikoz dokaze detekovat i jiné stfevni prvoky.
Mikroskopické vySetteni stolice je ale Casoveé naro¢né a vyzaduje odbornika s parazitologickou
praxi, proto je pro vétSinu laboratofi snazsi pouzit rychly imunologicky test (Schuurman et al.,

2007).

1.5. Terapie

Lékem prvni volby giardiozy dnes je tinidazol. Lécba tinidazolem je spojena s vétsi iispéSnosti
0 volbé vhodného 1éku na giardiézu. Kazdy z 1€kt ma néjaké vedlejsi ucinky. Napf. v praci
Ordonez-Mena et al. (2018) poskytuji dalsi ditkazy o tom, ze tinidazol je dnes jeden z nejlepSich

dostupnych 1é¢iv pro 1écbu giardidzy u déti i dospélych (Ordonez-Mena et al., 2018).

Metronidazol byl dfive velmi pouzivanym léCivem giardiozy u lidi, zjistilo se vSak, ze ma
mnoho vedlejsich G¢inki, jako jsou nevolnost, zavraté a bolesti hlavy. A navic zejména u déti
byval Spatn€ snasen. V nékterych piipadech mohou byt giardie vii¢i metronidazolu dokonce

rezistentni (Leme’e et al., 2000). Vlivem rostouci rezistence giardii k metronidazolu je
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odhadovana mira selhavani az 20 % (Upcroft a Upcroft, 2001). Metronidazol je znamy mutagen
bakterii, a na zvifecich modelech (u mysi a potkant) byla prokazéna karcinogenita. Nicméné
u lidi mutagenita prokazana nebyla (Beard et al., 1988; Falagas et al., 1998). Dalsim moznym
I¢kem je albendazol, ktery ma vsak slabsi G¢inky nez tinidazol (Ordoniez-Mena et al., 2018).
V praci Solaymani-Mohammadi et al. (2010) byl porovnavan tu¢inek metronidazolu

s albendazolem u lidi a bylo zjisténo, ze albendazol je stejné u¢inny jako metronidazol.
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Il. Cile

Hlavnim cilem bylo zjistit prevalenci stfevniho prvoka Giardia intestinalis a jejich asamblazi

v souboru dobrovolniki a zvitat (se kterymi jsou v kontaktu) v Ceské republice.
Dil¢i cile:

= porovnat citlivost dvou diagnostickych piistupt — flotace vs. PCR;

= vybrat vhodny gen pro diagnostické PCR (TPI, BG a SSU rRNA) na zaklad¢ senzitivity
a specifity;

= ovefit senzitivitu vybraného PCR protokolu pomoci sestupné fedici fady poctu
trofozoitd G. intestinalis z kultury;

= zjistit ptipadny zoonoticky potencial (lidé vs. zvifata) v CR;
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Material a metody

Seznam pouzitych chemikalii:

DNA Ladder 100 bp (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
EcoRI (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).
ethidium-bromid (Sigma—Aldrich)
GenEluteTM Gel Extraction Kit (Sigma—Aldrich)
IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid) (Sigma—Aldrich)
kit pPGEM-T Easy Vector Systém I (Promega, Wisconsin, USA)
mastermix (AccuPower® Taq PCR PreMix; Bioneer, Tedzon, Jizni Korea)
modifikovany Sheathertiv roztok (specificka hustota - 1,33)
- 259 ml destilované vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu
milli-Q voda
PSP Spin Stool DNA kit pro izolaci DNA ze stolice/trusu (Stratec, Némecko)
SOC médium (trypton, kvasni¢ny extrakt, NaCl, glukoza)
TAE pufr (1 %; Tris-Acetat-EDTA) (Biogen, Massachusetts, USA)
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid) (Biogen)

Pouzité pristroje:

cykler TI00TM (Bio-Rad Laboratories, USA)
svételny mikroskop CX22LED (Olympus, CR)
termoblok Bio TDB-100 (Biosan, Riga, Latvia)
termostat Sanyo Mir-153 (Sanyo, Osaka, Japonsko)
UV transiluminator Ultra-Lum (Claremont, USA)

vortex V1 plus (Biosan)

3.1. Sbér a zpracovani vzorki

Ptedlozena prace navazuje na ptredchozi studii zaméfenou na prevalenci prvoka Blastocystis

spp. (Lhotska, 2019). V ramci této studie byly vyuzity v§echny vzorky lidské stolice a vzorky

trusu zvitat S cilem zjistit prevalenci dalsiho stfevniho prvoka Giardia intestinalis. Vzorky
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od zvitat byly sbirany pouze od takovych, se kterymi byli doty¢ni lidé v ¢astém kontaktu. Trus
zvitat byl ziskan pro piipadné ovéfeni zoonotického potencialu. Cast kazdého vzorku byla vzdy
ihned koproskopicky vySetiena, ¢ast byla pouzita pro molekularni diagnostiku a zbyla ¢ast byla

zamrazena pro piipadné pozdéjsi pouZiti.

3.1.1. Sbér vzorka

Vzorky stolice/trusu byly ziskany od dobrovolnikii z riiznych &asti Ceské republiky, ktefi
souhlasili s dobrovolnou a neplacenou ucasti ve vySe zminéném projektu zaméfeném
na Blastocystis spp. Dobrovolniky byli ¢asto pfislu$nici rodiny a znami, ale i lidé, ktefi
se 0 studii dozvédéli prostfednictvim informacnich plakati a novin (Lhotska, 2019). Pro ucely
studie o Blastocystis spp, byli sbirané také informace formou dotaznikd, ve kterych
dobrovolnici uvadéli pohlavi, vék, narodnost, lokalitu bydlisté, frekvenci cestovani (EU, mimo
EU), povolani, pfipadnou dietu a zda jsou ve styku se zvitaty, popf. se kterymi. Pro ucely
této prace byla vyuzita pouze informace, jestli jsou lidé v kontaktu se zvifaty, ¢i nikoli. Celkem
bylo ziskano 411 vzorki, pticemz v ramci této prace bylo zpracovano 151 vzorki. Veskera data
byla disledné anonymizovana a zpracovana dle zakona ¢. 101/2000 Sb. 0 ochran¢ osobnich

tdaji.

3.1.2. Koproskopické vySetieni vzorki

Vsechny vzorky ziskané od dobrovolnika a jejich zvifat byly vzdy koproskopicky vySetieny
pomoci modifikované Sheatherovy flotace a v piipadé nalezu G. intestinalis byla intenzita

infekce semikvantitativiné vyhodnocena dle stupnice od jednoho do ¢tyt kiizki.

Modifikovana Sheatherova flotaéni metoda

Trus/stolice ptiblizné¢ 0 velikosti hraSku byly rozmichany v malém mnozstvi (cca 2-3 ml)
destilované vody a homogenizovany na tieci misce. Veskera suspenze byla pielita pies sitko
do sklenéné zkumavky a nasledné odstiedéna pii 600 g/3 min. Supernatant byl odstranén a pelet
byl rozmichan nejprve v malém objemu (cca 1-2 ml) Sheatherova roztoku, poté byla zkumavka
doplnéna Sheatherovym roztokem pfiblizn¢ 1 cm pod okraj a pfevracenim promichana. Smés

byla opét odstiedéna pii 600 g/3 min. Vznikla povrchova blanka byla bakteriologickou klickou
14



opatrn¢ pienesena na podlozni sklicko a preparat byl vysetten pod svételnym mikroskopem

pti zvétseni 20-100x.

3.2. Molekularni diagnostika

Molekularni diagnostika zahrnovala v prvnim kroku izolaci celkové DNA ze stolice/trusu.
Nasledovala polymerazova tetézova reakce (tzv. PCR), ve které byla DNA pouzita jako
templat. Produkty z PCR reakce byly dale vizualizovany na gelové elektroforéze a fragmenty

DNA o patti¢né velikosti byly sekvenovany pro potvrzeni sekvence.

3.2.1. Izolace celkové DNA

Celkova DNA z vyse uvedenych vzorki byla izolovana pomoci komeréniho kitu PSP Spin

Stool DNA dle pokynti vyrobce.

3.2.2. PCR

Pro kazdy krok PCR reakci byl pfipraven tzv. premix obsahujici komeréné dodavany
2% koncentrovany mastermix, primery a milli-Q vodu. Tato smés byla po promichani pfenesena
do zkumavek pro jednotlivé vzorky a ptidana DNA. Kazda reakce obsahovala vzdy negativni
a pozitivni kontrolu. Negativni kontrola obsahovala misto DNA milli-Q vodu. V pfipadé
pozitivni kontroly byla pfidina DNA z kultury G. intestinalis. Nakonec byly v§echny vzorky
promichany na vortexu a vlozeny do cykleru. Pro kazdou PCR reakci o celkovém objemu 20 pl,
bylo pouzito: 10 pl zasobniho roztoku mastermixu, po 1 ul kazdého z paru primeri (forward
areverse, pracovni koncentrace 10 nM), x ul DNA, a mnozstvi milli-Q vody, které bylo

dopocitano dle pouzitého mnozstvi DNA.

3.2.2.1. Gradientova PCR

V gradientové PCR byly testovany riizné teploty pro optimalizaci nasedani primert pro kazdy
Z gend pro malou ribozomalni podjednotku (SSU rRNA), beta-giardin (BG) a tridzafosfat-
izomerazu (TPI). Pro kazdy gen byly testovany Ctyii skupiny vzorkil (negativni kontrola,

negativni vzorek, pozitivni kontrola a pozitivni vzorek). Negativni a pozitivni kontrola méla
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stejné slozeni jako U vSech PCR (viz vyse). Negativni vzorek obsahoval celkovou DNA
izolovanou z trusu zvifete, které bylo dle koproskopickych metod opakované negativni na G.
intestinalis. Pozitivni vzorek obsahoval celkovou DNA izolovanou ztrusu zvifete
dle koproskopickych metod pozitivniho na G. intestinalis. Kazda skupina vzorku byla
pripravena v Sesti opakovanich, které se mezi sebou liSily pouze teplotou nasedani primert
bé¢hem PCR reakce, a to v rozmezi teplot od 55 °C do 65 °C. Konkrétn¢ se jednalo o teploty:
55°C; 56,9 °C; 58,8 °C; 61,1 °C; 63 °C a 65 °C.

3.2.2.2.  Specificka PCR pro detekci G. intestinalis

Pfitomnost G. intestinalis v trusu/stolici molekularné diagnostickymi metodami byla testovana

amplifikaci téi riznych gend specifickych pro G. intestinalis: TPI, BG a SSU rRNA.

Pro SSU rRNA bylo vyuzito jednokrokové konvenéni PCR, zatimco pro ostatni geny byla
pouzita nested PCR. Kazda sada primarnich PCR reakci sestavala ze vzorkl obsahujicich jako
templat DNA, dale vzorek negativni kontroly a pozitivni kontroly. V pifipadé nested PCR
se sekundarni reakce liSila pouze pouzitymi primery a templatem, kterym byl PCR produkt

z primarni reakce.

PCR genu SSU rRNA

Pro PCR genu SSU rRNA byly pouzity primery RHI11 (5'-CATCCGGTCGATCCTGCC-3")
a RH4 (5- AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-3") (Minetti et al., 2015). Jako templat
byly ptidavany 3 ul DNA.

Nested PCR genu TPI

Do primarni PCR byly ptidiny 3 pl DNA a byly pouzity primery GIF (5'-
AAATIATGCCTGCTCGTCG-3") a G1R (5-CAAACCTTITCCGCAAACC-3’) (Sulaiman et
al., 2003). Do sekundarni reakce byl pfidan 1 ul DNA z primarni reakce a byly pouzity primery
G2F (5'-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3") a G2R (5'-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3")
(Sulaiman et al., 2003).
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Nested PCR genu pro BG

Do primarni i sekundarni PCR bylo ptidano 1,5 pul DNA. V primarni reakci byly pouzity
primery  G7  (5-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3) a G759 (5~
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3") (Minetti et al., 2015). V sekundarni reakci
byly pouzity primery BGf (5-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3") a BGr (5'-
CTCGACGAGCTTCGTGTT-3')

3.2.3. Testovani senzitivity primeri pro gen TPI

Gen TPI se ukazal ze vSech tii gent nejvice specifickym a nejvhodné€j$im genem, proto byly
vzorky ovéfovany jen timto genem, protoze ostatni dva geny neprokazaly dostate¢nou specifitu
pro zachyceni G. intestinalis (viz kapitola IV. Vysledky). Po zvoleni genu TPI jako hlavniho
genu pro zpracovani vzorku, byla ovéfena citlivost tohoto PCR protokolu. Pro tyto tcely byla

ptipravena sestupna fedici fada, ve které slouzila jako templat DNA z trofozoitu G. intestinalis.

Z kultury trofozoiti o znamém poctu (poskytnuté Laboratofi medicinské a veterinarni
protistologie) byly desitkovou fedici fadou p¥ipraveny koncentrace od 102 do 10* trofozoita
(fedéno PCR vodou). Mnozstvi DNA obsazené v koncentraci 1072 p¥iblizné odpovidd mnozstvi
4 DNA obsazené v jednom trofozoitu. Do kazdé zkumavky s trofozoity byl pfidan trus
negativniho potkana. Z takto ptipravenych vzorku byla izolovana celkova DNA a ta byla

pouzita jako templat pro nested PCR genu TPI dle vySe uvedeného protokolu.

3.2.4. Gelova elektroforéza

Nejprve byla navazena agardza a v Erlenmeyerové batfice smichéna s pfipravenym TAE pufrem
(Tab. 2). V mikrovinné troub¢ byla agaréza v pufru rozpusténa. Pod tekouci vodou se nechala
Erlenmeyerova banika ochladit na cca 50 °C. Bylo pfidano cca 1-2 pl ethidium-bromidu
(10 mg/ml). Gel byl nalit do nalévaci vany, poté byly do gelu vlozeny hicbeny a cca 10-15
minut byl ponechan v laboratorni teploté pro ztuhnuti. Po ztuhnuti byla vanicka s gelem vlozena
do elektroforetické vany s TAE pufrem, hiebeny byly vyjmuty z gelu a do vzniklych jamek
naneseny PCR reakce. Po naneseni vSech PCR produkta byl na gel nanesen velikostni marker
(ladder). Vana byla zaviena a ptipojena ke zdroji pfi napéti 70-100 V (zalezi na velikosti gelu).
Vzorky DNA na gelu byly vizualizovany pomoci UV trans-iluminatoru. Fragmenty,
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které velikostné odpovidaly ocekavanému vysledku, byly z gelu vyfiznuty pro naslednou

izolaci DNA a jeji sekvenovani.

Tab. 2: Navazka agar6zy a mnozstvi TAE pufru dle pozadované velikosti gelu.

Velikost vany Objem TAE pufru [ml] | Hmotnost agarozy [g]
Mala 7 x 8 cm 30 0,45
Stfedni 9x11 cm 50 0,75
Velka 12x14 cm 90 1,35

3.2.5. lzolace DNA z gelu

K izolaci DNA z gelu byl pouzit GenElute™ Gel Extraction Kit. lzolace byla provadéna
dle navodu vyrobce. DNA byla rozpusténa v 30 ul milli-Q vody a uchovana pfi teploté — 20 °C.

3.2.6. Sekvenovani PCR produktu

Vzorek ur¢eny k sekvenovani obsahoval 5 ul DNA fragmentu ze sekundarni reakce nested PCR
precistény pomoci kitu GenElute TM Gel Extraction Kit, 1 ul jednoho z primert ze sekundarni
reakce nested PCR a 4 pul milli-Q vody. Sekvenovani bylo zajisténo firmou Eurofins GATC
biotech.

Vysledné sekvence byly zobrazovany v programu Bioedit Sequence Alignment Editor 7.0.5.3.

a nasledné ovéfeny pomoci online serveru Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.2.7. Klonovani

Kandidatni PCR produkty, které obsahovaly v sekvenci vice signalti nebo velmi slaby signal
DNA, byly dale klonovany pomoci komeréniho kitu pPGEM-T Easy Vector Systém I dle pokynti
vyrobce. Nejprve byl ptipraven plazmid smichanim slozek uvedenych v tabulce 3 a vse bylo
ponechano k inkubaci pies noc pii teplot¢ 12 °C. Klonovaci vektor byl smichan
se 100 pul kompetentnich bunék E. coli (XL-1) a nechan inkubovat 10 min na ledu. Poté byl 40
sekund ve vodni lazni pii teploté 42 °C, nasledné byl kratce zchlazen na ledu. Ke smési bylo
piidano 150 ul SOC média (piedehiatého na 37 °C) a byla ponechana tiepat 40 min pfi teploté

37 °C Vv horizontélni poloze.
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Na Petrino misky s agarem bylo rozetieno pomoci hokejek 35 pl 2 % zasobniho roztoku X-gal
a5 ul 20 % IPTG. Na tyto misky byly nasledn¢ naneseny i bakterialni kultury, které byly
ptes noc inkubovany pfi teploté 37 °C. Po namnozeni nékolika kloni obsahujicich PCR produkt
byly z kazdé plotny vybrany tfi bilé kolonie a sterilni Spickou ptfeneseny do zkumavky
s tekutym LB médiem obsahujicim ampicilin. Zkumavky poté byly ponechany tiepat pies noc
pii teploté 37 °C. Narostla bakterialni kultura byla kratce odstiedéna a z peletu bunék pomoci
Kitu na izolaci plazmidové DNA byl vyizolovan plazmid podle pokyni vyrobce. Vyizolovana
DNA byla skladovana pfi teploté -20 °C.

Pro ovéfeni pritomnosti DNA fragmentu v plazmidu bylo pouzito Stépeni restrikéni
endonukleazou EcoRlI, kdy byla namichana reakéni smés o celkovém objemu 10 ul obsahujici:
1 ul odpovidajiciho 10x koncentrovaného pufru, 2 jednotky enzymu EcoRl, a 4 ul plazmidové
DNA a destilovanou vodu (dopinéna do celkového objemu 10 ul). Po smichani byla smés

inkubovana 30 min. pfi teploté 37 °C. Produkty Sté€peni byly ovéeny pomoci elektroforézy.

Po ovéfeni velikosti odstépeného fragmentu byly vybrané klony sekvenovany prosttednictvim
firmy Eurofins GATC Biotech. Vzorky pro sekvenaci byly pfipraveny smichanim 5 pl
plazmidové DNA, 1 pl primeru T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG 3-') a 4 pl milli-Q
vody.

Tab. 3: Slouceniny a jejich potfebny objem pro piipravu vektoru.

Polozka Objem [ul]
Rapid ligation buffer 5
pGem 1
ligaza 0,9
milli-Q voda 0,8
PCR fragment 2,3

3.3. Experimentalni infekce zvirat

Soucasti této prace byla i experimentalni infekce hlodaveu druhu piskomil mongolsky
(Meriones unguiculatus), kterym byla peroralné jicnovou sondou podéna infekéni davka 10°
trofozoitt G. intestinalis v 1 ml PBS. Kultury trofozoitti G. intestinalis potifebné ve vybranych

experimentech byly ochotné poskytnuty Laboratofi veterinarni a medicinské protistologie.
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IV. Vysledky

Z celkového poctu 411 nasbiranych vzorkl bylo v ramci této bakalaiské prace zpracovano 151
vzorki stolice a trusu (viz kapitola V. Diskuse) s cilem zjistit v nich ptitomnost nékterych
prvoki, mezi nimi také Giardia intestinalis. Zpracovano bylo 110 vzorku lidské stolice a 41
vzorkul trusu zvitat, se kterymi byli doty¢ni lidé v ¢astém kontaktu (Obr. 3). Pfitomnost G.
intestinalis byla zjistovana pomoci dvou ruznych piistupti: koproskopicky a molekularné

diagnostickymi metodami.

®
T ™ v &

o M 4 ™ W
110 18 8 5 4 2 1 3
Obr. 3: Pocty zpracovanych vzorkt od dobrovolniki a jednotlivych druht zvifat.

4.1. Stanoveni prevalence Giardia intestinalis pomoci koproskopicky metod

Flotaci byly zachyceny cysty G. intestinalis pouze u dvou zvifat ze vSech 151 vySetienych
vzorkl, a to v trusu krélika a psa. Z lidskych vzorkl nebyly touto metodou zachyceny zadné
cysty G. intestinalis. Stanovena prevalence je tedy 4,9 % ze zvifecich vzorkd. Celkova
prevalence u lidi a zvitat vysla 1,3 %. Shrnuti prevalence G. intestinalis zjisténé pomoci flotace

je uvedeno v tabulce 4.

Tab. 4: Prevalence G. intestinalis stanovena flotaci.

Prevalence u lidi Prevalence u zvirat Prevalence celkova
0 49 1,3

4.2. Stanoveni prevalence Giardia intestinalis pomoci molekularni diagnostiky

Ptitomnost G. intestinalis v trusu/stolici molekularné diagnostickymi metodami byla testovana
amplifikaci tii riznych gent specifickych pro G. intestinalis: TPI, BG a SSU rRNA. Nejprve
bylo tfeba stanovit optimalni teploty pro nasedani primerti pro jednotlivé geny pomoci

gradientové PCR.
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4.2.1. Optimalizace teploty nasedani primeri pro geny TPI, BG a SSU rRNA

Pomoci gradientové PCR byly testovany optimalni teploty pro nasedani primert v rozmezi
55az 65 °C. Pii PCR dochazelo k amplifikaci riznych nespecifickych produktt, jejichz
mnozstvi se v§ak zmenSovalo Se zvySujici se teplotou nasedani primert, hlavné u negativniho
vzorku, dobie viditelné u genu SSU rRNA (Obr. 4). Pro gen SSU rRNA byla zvolena teplota
nasedani primert 63 °C, pro gen BG tobylo 65 °C a pro gen TPl 63 °C (Obr. 4-6).

Optimalizované protokoly pro jednotlivé geny v cykleru jsou uvedeny v tabulce 5.

negativni vzorek pozitivni kontrola 1=65 °C

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 2=63 °C
3=61,1°C

. 4=58,8 °C

ﬁ' 5=56,9 °C

e « 6=55 °C

292 bp

negativni kontrola pozitivni vzorek
12003 4 506 1 s L ST -

292 bp 292 bp

Obr. 4: Gradientova PCR genu SSU rRNA (292 bp) skladajici se ze vzorku trusu negativniho
zvifete (negativni vzorek), z kultury trofozoiti G. intestinalis (pozitivni kontrola), z trusu

pozitivniho zvifete (pozitivni vzorek) a z milli-Q vody (negativni kontrola).
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negativni vzorek pozitivni kontrola 1265 °C

1 2 3 4 5 6 duid i i & .

s " = 2=63 °C
— ' - 3=61,1°C
e L L) e
5=56,9 °C

6=55 °C

negativni kontrola  pozitivni vzorek
1 2 3 4 56 1 2 3 4 5 6

'!!lIIIIIIIDIIIIID<———

511 bp 511 bp

Obr. 5: Gradientova PCR genu BG (511 bp) skladajici se ze vzorku trusu negativniho zvifete
(negativni vzorek), z kultury trofozoiti G. intestinalis (pozitivni kontrola), z trusu pozitivniho

zvitete (pozitivni vzorek) a z milli-Q vody (negativni kontrola).

negativni vzorek pozitivni kontrola 1=65 °C
12 3 456 1 2 3 45 6 2=63°C
3=61,1°C
4=58,8 °C
5=56,9 °C
— - - . . v 6=55 °C
530 bp 530 bp
negativni kontrola pozitivni vzorek
12 34561 2 3 4 5 6
- «—
530 bp 530 bp

Obr. 6: Gradientova PCR genu TPI (530 bp) skladajici se ze vzorku trusu negativniho zviiete
(negativni vzorek), z kultury trofozoitti G. intestinalis (pozitivni kontrola), z trusu pozitivniho

zvitete (pozitivni vzorek) a z milli-Q vody (negativni kontrola).
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Tab. 5: Optimalizované protokoly v cykleru pro jednotlivé geny. Teplota nasedani primerd

pro jednotlivé geny v kroku 3.

Kroky SSU rRNAv BG v TPI v
Teplota Cas Teplota Cas Teplota Cas

1. 95 °C 3:00 94 °C 3:00 95 °C 3:00

2. 94 °C 0:20 94 °C 0:20 94 °C 0:45

: 63 °C

4. 72 °C 1:00 72 °C 1:00 72 °C 1:00

opak. 1.-4. 35 cykli 35 cyklu 30 cyklu

5. 72°C |  5:00 72°C |  5:00 72°C |  5:00

4.2.2. Vybér genu vhodného pro stanoveni prevalence G. intestinalis

Gen vhodny pro stanoveni pfitomnosti G. intestinalis v trusu/stolici pomoci molekularni
diagnostiky byl vybiran ze tii geni testovanych na pfitomnost G. intestinalis. Na zakladé
vysledki gradientové PCR a nasledného sekvencniho ovéteni PCR produktt byla pfitomnost
G. intestinalis v pozitivnim vzorku trusu potvrzena pouze genem TPI (Obr. 6). PCR pro geny
BG a SSU rRNA neprokazaly dostatecnou specifitu pro zachyceni ptitomnosti G. intestinalis
V pozitivnim vzorku trusu, tzn. sekvence nepotvrdily pfitomnost G. intestinalis (Obr. 7).
Zatimco TPI sekvence vzdy ukazovala jeden vyrazny signal, na jehoz zakladé bylo mozné
v databazi Blast zjistit ptitomnost G. intestinalis. Sekvence dalsich dvou gent ukazovaly vzdy
mnohodetny signal, ktery nepotvrdil pfitomnost G. intestinalis v pozitivnim vzorku. Tento
problém nevyftesilo ani klonovani. Proto pro samotné diagnostické PCR byla pouzita nested

PCR genu TPI.

SSU rRNA

Obr. 7: Sekvence gent SSU rRNA, BG a TPI a ziskané ze vzorku pozitivniho na G. intestinalis.

4.2.3. Prevalence giardie stanovena pomoci nested PCR genu TPI

Pomoci zvolenych molekularné diagnostickych metod byla pfitomnost G. intestinalis zjisténa

pouze v jednom vzorku ze vSech 151 testovanych. Ze vzorku stolice nebyla pfitomnost
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G. intestinalis sekvencné prokazana u zadného z testovanych 110 lidskych vzorkd. Jediny
sekvencné ovéteny vyskyt G. intestinalis byl potvrzen u vzorku kraliciho trusu, kde pomoci
genu TPI bylo zjisténo zafazeni G. intestinalis do asamblaze B. Trus psa, u kterého byly
pti flotaci nalezeny cysty, byl pfi PCR negativni. Stanovena prevalence pomoci této metody je
u zvirat 2,4 %. Celkova prevalence u lidi a zvifat vysla 0,7 %. Prevalence stanovené

molekularni diagnostikou jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6.: Prevalence stanovena molekularné diagnostickymi metodami.

Prevalence u lidi Prevalence u zvirat Prevalence celkova
0 2,4 0,7

4.2.4. Srovnani vysledki flotace a PCR genu TPI

Pomoci Sheatherovy flotace byly zachyceny dva pozitivni vzorky trusu (kralik a pes). Pomoci
PCR pro gen TPI byl zachycen pouze jeden pozitivni vzorek trusu (kralik). U lidi nebyl pomoci
flotace ani PCR pro gen TPI zachycen Zzadny pozitivni vzorek. Celkova prevalence stanovena

pomoci flotace byla 1,3 %, prevalence pomoci PCR vysla nizsi, a to 0,7 %.

4.2.5. Testovani senzitivity pouZitych primeri

Zachytnost primert pouzitych pii nested PCR genu TPI byla testovana pifimo na fedici fadé
vytvoiené z kultury trofozoitd G. intestinalis 0 znamé koncentraci (viz kapitola III. Material
a metody). Zachytnost pouZitych primeri za danych podminek byla od koncentrace 102

trofozoittl, ale dobie viditelna zachytnost byla na gelu ziejma az od 10 trofozoitd (Obr. 8).

Obr. 8: Obrazek gelu z PCR fedici fady vytvotené z kultury trofozoitd G. intestinalis o znamé

koncentraci (ZKT=zasobni kultura trofozoit).
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4.3. Experimentalni infekce zvirat

Experimentélni infekce piskomild byla provedena s infekéni davkou priblizng 10° trofozoiti.
Tato infekce byla Gspésna, k nepravidelnému vylu¢ovani cyst doslo ptiblizné po tfech tydnech.
Infekce byla vsak natolik slaba, ze pii flotacnim vySetieni dochazelo k naleziim jen nékolika
malo cyst na preparatu (vétsSinou 1-2 cysty; Obr. 9). Pfi ovéfovani pozitivity pomoci nested
PCR genu TPI se vSak nepodatilo G. intestinalis sekvenéné zachytit. Tento vysledek

koresponduje se zjisténou senzitivitou diagnostického PCR pro G. intestinalis.

“

Obr. 9: Fotografie cyst G. intestinalis (zvétseni mikroskopu 40%; Olympus CX22LED).
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V. Diskuse

Diive byla Giardia intestinalis povazovana za patogen, ale ukazalo se, Ze jeji role v lidském
zdravi a nemoci zavisi na nékolika faktorech, jako je virulence giardie, uroven vyzivy, imunita
a slozeni stfevniho mikrobiomu hostitele (Barash et al., 2017; DuPont, 2013). Dale se ukazuje,
ze by G. intestinalis mohla hrat vyznamnou roli v mikrobiomu hostitele (napf. Allain et al.,
2017; Barash et al., 2017; Beatty et al., 2017; Gerbaba et al.,2015). Nicmén¢ toto téma je stale

predmétem mnoha diskusi.
Srovnani prevalence Vv industrializovanych a rozvojovych zemich

Nase laboratof se zabyva prevalenénimi studiemi riznych prvoka (Blastocystis spp.,
Dientamoeba fragilis a G. intestinalis) ve zdravé populaci lidi a zvifat. Cilem této prace bylo
zjistit prevalenci G. intestinalis u zdravych lidi v CR, a zda se vyskytuji i jeji asymptomatické
infekce. O prevalenci G. intestinalis u zdravych lidi ve vyspélych zemich se mnoho nevi,
protoZze jsou vétsinou diagnostikovany hlavné ptipady klinické giardiozy (napt. Fletcher et al.,
2012; Segui et al., 2018). Vseobecné ale plati, Ze se prevalence G. intestinalis
Vv industrializovanych zemich pohybuje mezi 2 az 5 % (DuPont, 2013), zatimco V rozvojovych

zemich je rozsitenéjsi, a to u 20 az 40 % populace (Abdullah et al., 2016).

Vysledky nas$i studie, kde jsme nezachytili zddny pozitivni lidsky vzorek ze 110 celkové
otestovanych vzorkd pro G. intestinalis, viceméné koreluji s prevalencemi z ostatnich zemi
zapadniho svéta. Napi. v Némecku byla dle prace Sagebiel et al. (2006) zjisténa prevalence
1,5 %, v Potrugalsku se pak ukazala prevalence vys$i, a to 6,8 % (Julio et al., 2012),
na Slovensku v praci Dudlova et al. (2016) zjistili prevalenci 0,72 % a v USA vV praci
Zylberberg et al. (2017) byla zjisténa prevalence 0,11 %. Oproti tomu prevalence zjisténé napf.
v Africe jsou vyrazné vyssi, napt. u déti z vesnic v Guinea Bissau byla zjisténa prevalence 56 %
(Ferreira et al., 2012), prevalence G. intestinalis u lidi z vesnic v Keni byla 41 % (Easton et al.,
2016), v Tanzanii byla stanovena prevalence 53 % (Forsell et al., 2016) a v Ugand¢ byla
prevalence 40,7 % (Johnston et al., 2010).
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Naopak v Argentiné autofi studie Minvielle et al. (2008) zkoumali prevalenci a zastoupeni
genotypu G. intestinalis u lidi i zvifat, kdy s pouzitim stejného PCR protokolu byla u lidi
detekovana vysoka prevalence 72 %. VétSinou se jednalo o asamblaz B (93 %), asamblaz A

byla detekovana pouze u 7 %.

Vyssi prevalence byly zachyceny i ve studiich Rudohradska et al. (2012) a Ramirez et al.
(2015), ktefi se zabyvali ptitomnosti G. intestinalis u déti bez klinickych symptomi
na Slovensku a v Kolumbii. Na Slovensku potvrdili infekci G. intestinalis u 25 % romskych
déti ve ve€ku do 14 let, kdy nejvyssi prevalence (67 %) byla zjiSténa u déti ve véku mezi prvnim
az patym rokem Zivota (Rudohradska et al., 2012). U déti v Kolumbii zjistili prevalence od 76
az 80 % (Ramirez et al., 2015).

Co se tyka prevalence u zvitat, detekovali jsme 2 pozitivni vzorky z celkového poctu 41
zpracovanych vzorku trusu (tj. 4.9 %). Jednalo se o vzorek krélika a psa. Giardie ze vzorku
kralika patfily do asamblaze B. Vzorek psa byl shledan pozitivnim pouze koproskopickym
vysettenim, pii PCR se ale jevil opakované negativni, proto nedoslo k zafazeni do asamblaze.
Prevalence G. intestinalis u zvitat byla zjisfovana napt. i v Cing, kde molekularné zjistili 8%
prevalenci u zavodnich koni (22 pozitivnich ze 264 vzorku; Deng et al., 2017). V Polsku
zase zachytili cca. 3-4% prevalenci u kocek (Jaros et al., 2011). Studie Minvielle et al. (2008)
popisuje jen jeden pozitivni vzorek z deseti vzorka zvifat (zejména psa a krav). Podobné jako
v nasi studii zde byla zjisténa faleSna negativita PCR protokolu, tzn. Ze po koproskopickém
vySetieni byly vzorky pozitivni, ale molekuldrni analyzy pfitomnost giardii nezachytily

(Minvielle et al., 2008). V téchto studiich byly zachyceny u zvifat asamblaze A, B, D a G.
Studie Giardia intestinalis v ramei CR

Nase prace je jednou z mala praci, kterd se zabyva prevalenci G. intestinalis u zdravych lidi
a zvitat, ktefi jsou s témito lidmi v bliz§im kontaktu (napf. psi, slepice, krélici, koné, kocky,
ovce a prasata) v ramci Ceské republiky. Ke stanoveni prevalence G. intestinalis jsme pouzili
koproskopickou a molekularni diagnostiku. V piipadé koproskopické metody se jednalo
o modifikovanou Sheatherovu flotaci, kterou byla zachycena celkova prevalence 1,3 %,
zatimco PCR zachytila prevalenci pouze 0,7 % (viz dale). V ramci zvitecich vzorkl pak byla

prevalence stanovena na 4,9 % flotaci a 2,4 % pomoci PCR.
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Vramci CR byla jiz diive provedena prevalenéni studie G. intestinalis u pst a jejich
oSetfovateli Zemanové et al. (2005), ktera se zamé&fila na psy z domacich chovii a z utulkd
za pomoci koproskopické diagnostiky. Celkoveé vysetiili 326 psich a 20 lidskych vzorkd.
Giardia byla nalezena u pst z domacich chovii v 2,4 % a v trusu pst chovanych v ttulcich
v 11 %. Kvili pfipadnému ovéfeni zoonotického potencidlu byli vysSetieni i oSetfovatelg,
u kterych nebyl zjistén zadny piipad ptitomnosti G. intestinalis. Nepouzili vSak zadnou
molekularni diagnostickou metodu, takze nemohli urcit asamblaze. V nasi studii jsme vySettili
celkem 110 lidi a 18 pst. | v nasem piipad¢ byla zjisténa 0% prevalence u lidi. U pstt méli autofi
vySe zminéné studie vyrazné vyssi prevalenci G. intestinalis, protoze méli k dispozici vice psich
vzorki, my jsme vSak naopak méli k dispozici §iroké spektrum zvifat. V nasi praci byly vzorky
vySetieny koproskopicky stejné jako ve zminéné praci Zemanova et al. (2005), ale navic jsme
pouzili i PCR, takZe jsme mohli zjistit zafazeni G. intestinalis do piislusné asamblaze. Nam
se podafilo zachytit jeden pozitivni vzorek psa, ktery se pii PCR ale jevil jako negativni, takze

nebylo mozno zjistit pfisluSnou asamblaz.
Vybér a optimalizace vhodného diagnostického PCR

V nasi praci byly optimalizovany tii protokoly pro molekularni diagnostiku G. intestinalis,
a to prostfednictvim rdznych gent - tridzafosfat-izomerazy (TPI), beta-giardinu (BG)
a RNA malé ribozomalni podjednotky (SSU rRNA). Pii vybéru primeri a sestavovani
protokolu pro gen TPI jsme vychazeli z prace Sulaiman et al. (2003) a Minetti et al. (2015).
Pro gen BG a SSU rRNA jsme se inspirovali praci Minetti et al. (2015).

Pii ovéfovani a optimalizaci protokoli pomoci gradientové PCR jsme zjistili, Ze nejvice
specificky ze vSech gent vychazi gen TPI, jako tomu je i v mnoha dalsich pracich
(napt. Damitie et al., 2018; David et al., 2011; Minetti et al., 2015).

Srovnani specifity PCR protokoli pro G. intestinalis

V ramci testovani nejvhodnéjsiho PCR protokolu, pouze PCR genu TPI dokazala potvrdit
ptitomnost G. intestinalis v trusu kralika. VSechny tii PCR protokoly (TPI, BG, SSU rRNA)
sice ukazovaly suspektni amplikony ve spravné velikosti pro kazdy z nich (530 bp, 511 bp, 292
bp), ale pouze protokol vyuzivajici gen TPl vykazoval dostate¢nou specifitu pro detekci

G. intestinalis.
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Sekvence genu TPI G. intestinalis zobrazovaly jeden vyrazny signal, ktery potvrdil ptitomnost
giardie. Naopak sekvence ostatnich dvou gentl (BG, SSU rRNA) obsahovaly shluky signald,

ze kterych nebyla prokazana pritomnost G. intestinalis ani po pouziti klonovani.

Tento fakt byl dulezitym ukazatelem pro vybér PCR protokolu s genem TPI jako
nejvhodnéjsiho pro diagnostiku giardie ze vzorkd stolice a trusu. Navic uzitecnou vyhodou
tohoto protokolu je, Ze dokaze ptimo rozliSit asamblaze giardii na zaklad¢ ziskanych sekvenci
a nasledném ovéefovani v databazi Blast. Nevyhodou se pozdéji ukazala byt nizkd senzitivita
tohoto protokolu a ob¢asna amplifikace nejen G. intestinalis, ale i nékterych plisni a bakterii.
To bylo nejspiSe divodem obcasného vyskytu suspektné pozitivnich vzorkt, u kterych
se pritomnost G. intestinalis nepodafila potvrdit sekvenéné. Tento problém se nepodatilo

vyfesit ani pomoci klonovani.

Ke srovnani ¢tyi riaznych PCR protokoli na zakladé odlisnych gent (TPI, BG, glutamat
dehydrogenazy - GDH a SSU rRNA) piistoupili v praci Minetti et al. (2015), kde ovéfovali 406
vzork stolic od pacientd s potvrzenou giardiozou v Severozapadni Anglii. Pfitomnost giardie
byla potvrzena u 54 % vzorku na zakladé PCR gent pro TPIl, BG a GDH. Podobné¢ jako Vv nasi
praci se PCR genu TPI ukazala nejvice specifickd ve srovnani s ostatnimi protokoly, protoze
zachytila nejvice pozitivnich vzork, a to 86 %. PCR genu pro BG zachytila 76 % a PCR genu
GDH 70 % pozitivnich vzorku. Vzorky, které byly negativni ve vSech tfech piedeslych PCR
protokolech (TPI, BG a GDH), byly jesté podrobeny PCR genu pro SSU rRNA, z nichz bylo
detekovano pozitivnich dalsich 41 % vzorki a zbylych 59 % vzorkl zbylo negativnich (Minetti
et al., 2015).

Srovnani flotace vs. PCR

Obecné je ziejmé, ze k diagnostice G. intestinalis se pouziva velké mnozstvi metod s riznym
vysledkem — koproskopické metody (Jaros et al., 2011; Ramirez et al., 2015; Zemanova et al.,
2005), molekularni metody (Deng et al., 2017; Jaros et al., 2011; Minvielle et al., 2008;
Ramirez et al., 2015) a serologické metody (Beyhan a Tas, 2017; Rudohradska et al., 2012).
Na tomto misté je tieba zdiraznit, ze diagnostikovat piitomnost G. intestinalis ve vzorku trusu
nebo stolice mize byt pomérné narocné (napi. Ghosh et al., 2000). Srovnani senzitivity
a specifity jednotlivych diagnostickych testli je proto predmétem mnoha publikaci (napf.

Schuurman et al., 2007; Nantavisai et al., 2007). Napt. v praci Ramirez et al. (2015) zjistovali
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prevalenci u déti v Kolumbii, pti koproskopickém vysSetteni zjistili prevalenci 13 %, nicméné
molekularné byla detekovana vyrazné vyssi prevalence a to 76 az 80 %. Nizsi zachytnost
ptipouziti koproskopickych metod mize byt zplsobena jiz zminénym intermitentnim
vylu¢ovanim a naopak PCR diagnostika mize byt ovlivnéna nizkou specifitou a senzitivitou

testu.

Po otestovani tfi vySe zminénych protokolti se ukdzala nejvice specificka PCR genu TPI.
Pro diagnostiku jsme proto dale pouzivali jen PCR genu TPI a flotaci. Z téchto dvou metod
se ukazala vice senzitivni flotace, ktera zachytila dva pozitivni vzorky trusu (kralika a psa).
Pomoci PCR genu TPI byl zachycen pouze jeden pozitivni vzorek trusu z kralika, ktery byl
zatazen do asamblaze B. Vzorek psa, u kterého byla G. intestinalis flota¢né potvrzena, byl vSak
molekularné negativni. Jednalo se tedy o tzv. faleSnou negativitu, ktera se v souvislosti s genem
TPI objevila i ve studii Minvielle et al. (2008). Vysledek nulové prevalence u lidi se shodoval

u obou pouzitych metod.

V praci Rahimian et al. (2018) se zabyvali prevalenci G. intestinalis u lidi na uzemi franu,
kde posbirali 1790 vzorku stolice. K diagnostice pfistupovali stejnym zpusobem jako Vv nasi
studii, kdy nejprve pfitomnost giardie vySetfovali koproskopicky (Sheatherovou flotaci)
se zachytnosti ve 4 % vzorka (tj., 78 pozitivnich / 1790 vzorkt celkem). Zaroven vzorky
také oveérovali molekularné pomoci nested PCR genu TPI dle prace Sulaiman et al. (2003).
Prevalence dle molekularnich metod byla 3,3 % (tj., 60 pozitivnich / 1790 vzorki celkem), tedy
o néco méné nez flotaci (4 %; Rahimian et al., 2018), stejné jako tomu bylo v nasem piipadé
(1,3 % po flotaci vs. 0,7 % po PCR ze vSech vzorku).

Testovani senzitivity nested PCR genu TPI

Poté, co jsme zvolili PCR genu TPI jako molekularné diagnostickou metodu pro zjisténi
prevalence G. intestinalis jsme si chtéli ovéfit citlivost této metody. Jinymi slovy, od jakého
poctu trofozoiti G. intestinalis ve vzorku jsme schopni pozitivitu zachytit. Pro ucely
experimentu jsme pouzili trofozoity z kultury G. intestinalis, protoze se nam pro tento
experiment  nepodafilo  ziskat  dostatené  mnoZstvi  cyst  z experimentalné
infikovanych piskomilli. Z kultury trofozoiti jsme desitkovou fedici fadou pfipravili
koncentrace od 10%-107 trofozoitii (kde 107 trofozoitl odpovida piiblizné 4 DNA z jednoho

trofozoita). Slabé viditelna byla zachytnost od 10? trofozoitt, avsak dobte viditelna byla na gelu
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az od 10* trofozoit. Experiment byl opakovan dvakrat se stejnym vysledkem. Kvili velmi
nizké citlivosti PCR genu TPI byla zpracovani vzorkti zastaveno na cisle 151, protoze

timto zptisobem neni mozné zachytit slabsi troven infekce.

V praci Nantavisai et al. (2007) srovnavali citlivost PCR pro geny SSU rRNA, BG a TPI,
a to tak, Ze citlivost ovétovali pomoci ptipravenych koncentraci cyst (3,368; 674; 337 a 168
cyst/ml) a desitkové fedici fady z trofozoit (10°-1). Jako nejvice citlivd pii ovéfovani cyst
pti pouziti trofozoitli byla nejvice senzitivni PCR genu SSU rRNA, ktera zachytila uz 10
trofozoitd. PCR genu pro BG zachytila DNA z trofozoit od 102 a PCR genu TPI az od 10°
trofozoitt (Nantavisai et al., 2007).

Do budoucna bude vhodné pro zpracovani vzorkl zvolit jinou citlivej$i metodou (napt. qPCR).
V praci Verweij et al. (2003) zjistovali detekéni limit qPCR zalozeny na SSU rRNA,
a to sériovym fedénim z 2000 cyst. Zjistili, ¢ qPCR je schopna zachytit DNA z fedéni 107
cysty. Shledali tedy gPCR citlivou a specifickou metodou pro detekci G. intestinalis.

Experimentalni infekce piskomili

Piskomily jsme infikovali trofozoity G. intestinalis z kultury (davkou 10° trofozoitli perorang).
kyselosti je infekce timto ptisobem u piskomiltt mozna. Piskomilové jsou proto velmi vhodnym
modelem pro studie G. intestinalis, proto mohou byt infikovany izolaty z fady hostiteld,
a to pomoci cyst i trofozoitu (Majewska, 1994; Tantawiwattananon et al., 2006; Thompson,
1999). Nase infekce trofozoity byla Gspés$na, nicméné dochazelo k vylucovani velmi malého

mnozstvi cyst, a to cca 1-2 cysty na preparatu.

V praci Majewska (1994) infikovali sedm piskomild peroralné, kdy kazdému piskomilovi
podali 2 x 10° trofozoitdl. Pro srovnani Gisp&$nosti infekce se spolu s piskomily infikoval i sim
autor spolknutim gelové kapsle se stejnym pocétem trofozoiti. Trofozoiti byli v tomto piipadé
chranéni pouzitim gelové kapsle, ktera se rozpustila az v tenkém stievé hostitele. U lidského
dobrovolnika byla inkuba¢ni doba Sest dni a dochazelo k nepravidelnému vylucovani cyst
(max. 21500 cyst/gram trusu). Ze sedmi piskomilt se infekce objevila pouze u dvou

s inkubacni dobou devét dni. U piskomild dochazelo k vyluCovani vétstho poctu cyst

31



(4 314 300 cyst/gram trusu; Majewska, 1994). Intenzita infekce u piskomill v této praci byla
vyrazng silnéj$i nez u nami infikovanych piskomiltl. Pfi koproskopickém vysetieni flotaci jsme
nachazeli maximalné¢ jednu az dvé cysty na sklicku, coz odpovida po semikvantitativnim
vyhodnoceni flotace priblizné jednomu kiizku, tedy velmi slabé infekci. Pozitivitu piskomili
se nicméné molekularnimi metodami nepodafilo potvrdit. Tento vysledek je vSak v souhlasu
s nizkou citlivosti vyse zminéného PCR protokolu pouzivané¢ho k detekci giardii. V piipadé
kralika, ukterého se jednalo o infekci potvrzenou flotaci scca 10?2 cyst na preparatu,
cozodpovida ptiblizné dvéma kiizkiim po semikvantitativnim vyhodnoceni flotace. V tomto

ptipadé se nam jiz podafilo pfitomnost giardie potvrdit i prostfednictvim PCR.
Zoonoticky potencial

Jednim z cila této prace bylo 1 ovéfit zoonoticky potencial giardii. To se vSak nepodatilo kvili
velmi nizké prevalenci G. intestinalis ve vzorcich zvitat a 0% prevalenci u lidi. Zoonoticky
potencial zjistovali i V jiz zminéné praci Zemanova et al. (2005), kdy méli k dispozici 326
vzorkli pstt a jejich 20 oSetfovateli. U zaddného z lidskych vzorkli vSak nebyla infekce
G. intestinalis datekovana. Naopak autoram studii Tsui et al. (2018) a Isaac-Renton et al.
(1993) se podafilo prokazat zoonoticky ptenos G. intestinalis v Kanadé, kde byl rezervoarem

prokéazan bobr.

Na zaklad¢ sekvenovani celych genomu giardii v praci Tsui et al. (2018) charakterizovali 89
izolatt G. intestinalis pochazejicich z mist vypuknuti ndkazy a sporadické infekce. Z lidskych
vzorkl pochazelo 38 izolati, 29 izolati pochéazelo z vodnich zdrojii a 22 izolath od zvitat (bobfi,

psi, ovee, kocky). U vSech izolatl byly zjistény pouze asamblaze A a B.
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VI. Zavér

Ke stanoveni prevalence Giardia intestinalis jsme pouzili dva diagnostické pftistupy,
a to koproskopickou (modifikovanou Sheatherovu flotaci) a molekularni diagnostiku (PCR
a nested PCR). Prvnim cilem byla optimalizace vybranych PCR protokoli zaloZzenych na tfech
ruznych genech (BG, TPI a SSU rRNA) a vybrat z nich protokol vhodny pro diagnostiku G.
intestinalis v nasi laboratofi. Jako nejvhodné;jsi molekularné diagnosticky ptistup byla zvolena
nested PCR genu TPI. Pouze tento protokol sekvenéné potvrdil pfitomnost G. intestinalis
v DNA trusu zvitete, u kterého byly giardie nalezeny pii flotatnim vysetfeni. Navic, tento

protokol umoZiuje pfimo rozliSit asamblazZe giardii na zdklad€ ziskanych sekvenci.

Prevalence G. intestinalis u lidi a zvifat v Ceské republice byla stanovena ze 151 vzorki
stolice/trusu (110/41). Celkova prevalence byla pomérné nizka, a to 1,3 % (2 ze 151 vzorki)
na zaklad¢ flotacniho vysetieni a 0,7 % (1 ze 151 vzorkt) pomoci PCR. U lidi ptitom byla
zjisténa 0% prevalence pomoci obou diagnostickych pfistupi. Zoonoticky potencial
G. intestinalis se nam vlivem nizkého poctu pozitivnich vzorkli nepodatilo oveéfit. V ramci
zvitecich vzorkd byla prevalence stanovena na 4,9 % flotaci a 2,4 % pomoci PCR. Flotace
se tedy ukazala jako citlivéjsi metoda oproti pouzitému PCR protokolu (nested PCR genu TPI),
jelikoz zachytila pozitivitu vzorki kralika a psa. Naopak pomoci molekularni diagnostiky jsme
byli schopni zachytit jen jeden pozitivni vzorek, a to vzorek kralika, ktery byl zafazen

do asamblaze B.

Pfi ovéfovani senzitivity PCR genu TPI bylo zjisténo, ze pomoci tohoto genu jsme schopni
zachytit pfitomnost G. intestinalis az od piitomnosti DNA z cca 102 a vice trofozoitt ve vzorku.
Stejného vysledku jsme dosahli i po opakovani experimentu a zpracovani dalsich vzorku bylo
zastaveno. Abychom byli schopni zachytit i slabé a asymptomatické infekce zejména u lidi,

bude tfeba pokracovat v diagnostice citlivéj$i metodou, napt. qPCR.
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