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1 Uved

Blastocystis sp. je anaerobni prvok kolonizujici stfevni trakt ¢lovéka a mnoha druhd zvifat
(Alfellani et al., 2013a; Clark et al., 2013). Fylogeneticky je fazen do heterogenni skupiny
Stramenopiles (Silberman et al., 1996). V soucasné dob¢ je povazovan za jednoho
Z nejbéznéjsich stievnich prvoku ¢loveéka a celosvétove se vyskytuje u vice nez 1 miliardy lidi
(Andersen a Stensvold, 2016). Ac¢koliv byl popsan pied vice nez 100 lety (Alexeieff 1911),
jeho vliv na lidské zdravi a role ve stfevnim mikrobiomu zlstadva stale jeSté nevyjasnéna
a kontroverzni (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015). Diive byl pokladan za patogenni
organismus zpusobujici gastrointestinalni onemocnéni (Poirier et al., 2012; El Safadi et al.,
2013; Petersen et al., 2013; Nourrisson et al., 2014). V soucasné dob¢ se vSak mnozi odbornici
ptiklangji spise k nazoru, Ze se jedna o komenzala, ktery je nedilnou slozkou vyvazeného
sttevniho mikrobiomu a je také spojovan s vyssi bakterialni diverzitou (Andersen et al., 2015;
Audebert et al., 2016; Nieves-Ramirez et al., 2018).

1.1 Zivotni cyklus

V zZivotnim cyklu Blastocystis sp. byla popsana ¢tyfi zakladni morfologicka stadia, konkrétné
vakuolarni, granularni, améboidni a cysta (Zierdt et al., 1967; Stenzel a Boreham, 1991).
Experimentéalni studie u potkani prokazaly, Ze pienos je zprostiedkovan stadiem cysty
(Yoshikawa et al., 2004a; Clark et al., 2013). Cysty mohou byt dvojiho druhu. Tenkosténné
cysty se podileji na autoinfekci ve stfevnim traktu ¢lovéka i zvifat. Naopak silnosténné cysty
umoziuji prenos blastocyst ve vnéjsim prostiedi (Singh et al., 1995).

Pienos Blastocystis sp. mezi jedinci probihd fekalné-oralni cestou. Cesty pienosu
mohou byt bud pfimé (tj. mezi jedinci kontaktem) nebo nepiimé (napf. pozitim
kontaminované vody nebo potravin) (Yoshikawa et al., 2004a; Anuar et al., 2013). Zvazovana
je také moznost zoonotického pienosu (Parkar et al., 2007; Abe et al., 2003a; Wang et al.,
2014; Greige et al., 2018; Cian et al., 2017).

Po konzumaci kontaminované potravy postupuji cysty travicim traktem az do tlustého
stteva, kde dochazi k excystaci a uvolnéni vakuolarni formy do stfevniho prostiedi.
Vakuolarni formy se posléze mnozi pomoci binarniho déleni a mohou se piipadné
transformovat na améboidni nebo granularni stadium. Podrobnosti ohledné jejich vyvoje vSak
nebyly prokazatelné stanoveny. V tlustém stievé dochazi také k encystaci a nové vzniklé cysty
jsou exkrementy vylouceny do vné&jsiho prostiedi, kde jsou schopny dal§iho pienosu
(Moe et al., 1997; Tan, 2008). Zivotni cyklus znézortiuje obrazek (Obr. 1).
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Obr. 1: Zivotni cyklus Blastocystis sp. (prevzato z https://www.cdc.gov/parasites/blastocystis/biology.html).
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1.2 Vyskyt a prevalence

Blastocystis sp. je rozsifen po celém svété a odhaduje se, Ze se vyskytuje u vice nez jedné
miliardy lidi (Andersen a Stensvold, 2016). Celkova prevalence muze byt ovlivnéna riznymi
faktory, jako je imunitni systém hostitele, vék, stravovaci navyky, druh diagnostické metody,
geograficka poloha a podobné (Tab. 1) (Clark et al., 2013; Popruk et al., 2021). Pravé
diagnostickd metoda je jeden z hlavnich faktorti, ktery mize ovlivnit zjiSténou prevalenci
Blastocystis sp. v souboru vzorkt (Clark et al., 2013). Obecné jsou molekularni diagnostické
ptistupy vice senzitivni nez mikroskopie nebo kultivace (Lhotska et al., 2020; Stensvold et al.,
2007a; Roberts et al., 2011) a kombinace téchto metod muze poskytnout piesnéjsi vysledky.
Napiiklad ve studii El Safadi et al. (2014) provedené v Senegalu byla pomoci kombinace
molekularnich metod konvenéni PCR a real-time PCR zjisténa nejvyssi prevalence vibec,
a to 100 % (93/93).

V rozvojovych zemich je pozorovana mnohem vyssi prevalence nez ve vyspélych
zemich a dosahuje v n¢kterych ptipadech az 100 % (EI Safadi et al., 2014; Osman et al., 2016;
Poulsen et al., 2016). Napiiklad studie v severovychodni Argentiné se zamé&fovala na vyskyt
stievnich prvokt v domorodych komunitach. Blastocystis sp. byla s vyuzitim molekularni
diagnostiky konven¢ni PCR detekovana u 57 % obyvatel (125/218) (Candela et al., 2021).
K vyssi prevalenci zde pfispivaji zejména nizké hygienické standardy, kontakt se zvitaty
a konzumace kontaminované vody ¢i potravy (Tan, 2008; Leelayoova et al., 2008). Vysoka
prevalence na zakladé¢ konvenéniho PCR byla zaznamenana také u asymptomatickych déti
Vv Nigérii, kde dosahovala 84 % (167/199) (Poulsen et al., 2016). V Egypté u déti s akutnimi
prijmy byly vzorky vySetfeny mikroskopicky a celkova prevalence Cinila 54 % (67/125)
(Hamdy et al., 2020). Prevalence Blastocystis sp. byla sledovana také v riznych oblastech
franu. U asymptomatickych jedincti bylo na zakladé konvenéniho PCR odhaleno 71 %
pozitivnich vzorkt (60/194) (Mardani Kataki et al., 2019). Autofi jinych studii v franu
vySetiovali vzorky pouze mikroskopicky a zjistili tak velmi nizkou prevalenci 5 % (39/802)
al7 % (21/122), coz bylo zpisobeno nizkou senzitivitou pouzité metody pro diagnostiku
blastocyst (Haghighi et al., 2020; Khademvatan et al., 2017).

Z hlediska zavislosti na geografické oblasti byla nejvyssi prevalence zaznamenana
Vv Australii a Oceanii (52 %) (Tab. 1), nicmén¢ zde bylo provedeno pouze nékolik studii, z toho
se dvé z nich zabyvaly prevalenci Blastocystis sp. u chovatell prasat a oSetfovatel zvirat
v zoologickych zahradach (Parkar et al., 2010; Wang et al., 2014; Popruk et al., 2021).
V rozvinutych zemich dosahuje prevalence Blastocystis sp. 7-50 % (Scanlan et al., 2014;
El Safadi et al., 2016; Seyer et al., 2017; Lhotska et al., 2020). V nékterych studiich se vyskyt
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blastocyst casto spojuje s informacemi o cestovani do tropickych a subtropickych oblasti.
Z toho lze usuzovat, ze i cestovani je dualezity faktor, ktery mize mit vliv na kolonizaci
blastocyst (Bart et al., 2013; El Safadi et al., 2016; van Hattem et al., 2019; Lhotska et al.,
2020).

Z pohledu pouziti riznych diagnostickych ptistupt byly zjistény rozdilné prevalence
ve stejné oblasti. Naptiklad v Brazilii byla u asymptomatickych jedinct zjisténa prevalence
blastocyst s pouzitim mikroskopické metody pouze u 28 % piipada (216/766) (Segui et al.,
2018), zatimco s vyuzitim konven¢niho PCR byla odhalena prevalence vyssi, a to 42 %
(76/181) (Oliveira-Arbex et al., 2018).

V Evropé se prevalence Blastocystis sp. pohybuje okolo 34 % (Popruk et al., 2021)
(Tab. 1). Ve Spanélsku byla k detekci Blastocystis sp. pouzita mikroskopicka diagnostika,
pomoci které bylo odhaleno 17 % pozitivnich vzorkt (724/4174) (Hidalgo et al., 2019).
V Belgii byla pomoci konvenéni PCR ve zdravé populaci zjisténa prevalence 30 % (186/616)
(Tito et al., 2019). Autofi dalsi studie provedené u asymptomatickych lidi v Irsku odhalili
s vyuzitim konvenéni PCR prevalenci 56 % (59/105) (Scanlan et al., 2014). Ve Francii byly
provedeny dvé studie, pti¢emz v obou byla pro detekci Blastocystis sp. zvolena molekularni
diagnostika real-time PCR. Vysledné prevalence byly dost podobné, a to 14 % (27/186)
(Poirier et al., 2011) a 18 % (143/788) (El Safadi et al., 2016).

V Ceské republice byly provedeny pouze dvé studie. Prvni z nich se zabyvala
prevalenci a diverzitou subtypt Blastocystis sp. v souboru zdravych dobrovolniki @ pomoci
dvou diagnostickych pfistupi konvenéni PCR a xenické in vitro kultivace detekovala
prevalenci 24 % (71/288) (Lhotska et al., 2020). Druha studie porovnavala prevalenci
a souvislost mezi Blastocystis sp. a bakteriomem u déti ve v€kové kategorii 8-14 let, které
pochazely z Sesti riznych zemi. K detekci byla pouzita metoda real-time PCR a vysledna
prevalence byla 36 % (88/244) (Cinek et al., 2021).

Tab. 1: Celkova prevalence Blastocystis sp. u lidi dle geografické oblasti (Popruk et al., 2021).

Geograficka oblast Prevalence %
Afrika 41 %
Amerika 44 %
Australie a Oceanie 52 %
Evropa 34 %
Asie 22 %




1.3 Geneticka diverzita

Blastocystis sp. byl poprvé popsan na pocatku 20. stoleti (Alexeieff, 1911). Druhové jméno
tohoto prvoka se vztahovalo k hostiteli, ze kterého byl izolovan (napi. Blastocystis hominis
u lidi ¢i Blastocystis ratti u krys) (Noél et al., 2005). Az pozdé&ji bylo zjisténo, Ze rod
Blastocystis vykazuje zna¢nou genetickou diverzitu a Ze se mtze vyskytovat i u fady dalSich
hostitelti, napf. savcu, ptakil, obojzivelnikd, ryb, plazi a v mensi mite i u hmyzu (Clark et al.,
2013; Stensvold a Clark, 2020). Na zakladé fylogenetickych studii bylo navrzeno jednotné
oznaceni Blastocystis sp. (Stensvold et al., 2007b). Zaroven se zjistilo, ze hostitelska
specificita koreluje se sekvencni variabilitou genu malé ribozomalni podjednotky
(SSU rDNA). Na zakladé¢ téchto variant je rod Blastocystis klasifikovan do velkého poctu
subtypi (ST) (Noél et al., 2005). V ramci kazdého subtypu lze navic pozorovat rtizné varianty
alel, tzv. intra-subtypovou variabilitu (Stensvold et al., 2012a; Lhotska et al., 2020;
Alinaghizade et al., 2017).

U savel (véetné clovéka) a ptaktl bylo dosud identifikovano celkem 22 subtypt
(ST1-17, ST21 a ST23-26) (Stensvold a Clark, 2020) a da se o¢ekavat, ze budou v budoucnu
popsany dalsi subtypy (Jiménez et al., 2019; Maloney et al., 2019; Stensvold a Clark, 2020).
Piedpoklad pro zavedeni nového subtypu je odlisnost jeho sekvence SSU rDNA ve 4 % nebo
vice od jiz existujicich subtypti. Subtypy ST18-ST20 a ST22 byly z Kklasifikace vynaty
z divodu, ze se ve skute¢nosti jedna o tzv. molekularni chiméry (Stensvold a Clark, 2020).
Tyto chiméry vznikaji v disledku dvou odlisnych subtypt pfitomnych ve stfevé hostitele
a jeho vzorku a nasledné vlivem netuplné amplifikace DNA pii molekularni PCR diagnostice.
V prubéhu PCR cyklu a faze denaturace vznika jedno-vlaknovy fetézec DNA, ktery se v dalsi
fazi maze pripojit k jinému jedno-vlaknovému fetézci, avsak z odlisného subtypu. Vysledkem

tohoto procesu je pak PCR produkt, ktery kombinuje sekvence ze dvou riznych subtypti.

1.3.1  Diverzita subtypu Blastocystis sp. u ¢lovéka

U lidi rozeznavame zatim celkem deset subtypt (ST1-ST9 a ST12). Nejcastéjsim nalezem (az
v 95 %) jsou subtypy ST1-ST4, naopak subtypy ST5-ST9 a ST12 jsou v epidemiologickych
studiich zastoupeny vyrazn¢ méné (Alfellani et al., 2013a; Ramirez et al., 2016, 2017). Tyto
subtypy (ST5-ST9 a ST12) byly primarné detekovany u domestikovanych i volné Zijicich
zvitat (Alfellani et al., 2013a), a proto autofi riznych epidemiologickych studii predpokladaji,
7e tyto u ¢lovéka mén¢ Casté subtypy by mohly byt zoonotického ptivodu (Yan et al., 2007;
Greige et al., 2018; Pintong et al., 2018). Naptiklad subtyp ST5 je Casty u kopytnikd,



ST6 a ST7 u ptakt a ST8 u nehumannich primati. Dokladem moZného zoonotického pfenosu
mohou byt studie ze zoologickych zahrad v Australii a Velké Britanii, kde byl zaznamenan
subtyp ST8 u nehumannich primati a jejich osetfovatela (Parkar et al., 2010; Stensvold et al.,
2009). Podobné také subtyp ST5, typicky pro prasata, ktery byl detekovan u chovateld prasat
v Australii (Wang et al., 2014). Vyjimkou se zda byt subtyp ST9, ktery dosud nebyl nalezen,
kromé ¢lovéka, v zadném jiném hostiteli (Stensvold a Clark, 2016a).

1.3.2 Geograficka distribuce subtypi
Distribuce subtypi je odlisna napii¢ kontinenty a také staty (Obr. 2). Naptiklad v Evropé jsou
nejcastéji detekovany subtypy ST1-ST4 (Forsell et al., 2012; Bart et al., 2013; Scanlan et al.,
2014; El Safadi et al., 2016; Mattiuci et al., 2016). V Ceské republice ve studii Lhotska et al.
(2020) byl nejcastejsim subtypem ST3, poté nasledoval subtyp ST1, ST2 a ST4. Detekovany
byly také méné cCasté subtypy spojované se zoonotickym ptivodem, konkrétné ST5-ST8.
Podobna diverzita subtypt byla pozorovana také v Polsku ve studii Rudzinska et al. (2019),
nicméné subtyp ST4 zde nebyl viibec detekovan. Oproti tomu v Italii byl subtyp ST4 druhym
nejpocetnéjsim po subtypu ST3 (Mattiuci et al., 2016).

Zatimco subtyp ST4 je bézny v Evropé, v oblasti Jizni Ameriky, Stfedniho vychodu
a Severni Afriky je jeho vyskyt vzacny (Alfellani et al., 2013b; Ramirez et al., 2016; Jiménez
et al., 2019; Clark et al., 2013). V Severni a Jizni Americe byla sledovana diverzita subtypt
Vv deviti riznych zemich, konkrétné v USA, Mexiku, Kolumbii, Brazilii, Ekvadoru, Peru,
Bolivii, Argentiné a Chile. Ve vSech zemich zcela ptevazovaly subtypy ST1 a ST2.
Poté nasledoval subtyp ST3 (Jiménez et al., 2019).

V Africe je Casty vyskyt subtypti ST1-ST3 (Souppart et al., 2010; El Safadi et al.,
2014; Forsell et al., 2016; Abda et al., 2017; Dacal et al., 2018). Naptiklad v Tanzanii a Nigérii
byl nejéastéjsim subtypem ST1, ST2 a poté ST3 (Forsell et al., 2016; Poulsen et al., 2016).
Vyjimkou jsou studie EI-Badry et al. (2018) a El Deeb a Khodeer (2013) z Egypta, kde nebyl
zjistén subtyp ST2.

V asijské oblasti prevlada subtyp ST3 (Li et al., 2007; Das et al., 2016; Nithyamathi et al.,
2016; Gong et al., 2019; Qi et al., 2020). V Malajsii a na Filipinach byl navic detekovan subtyp
ST4 (Belleza et al., 2016; Nithyamathi et al., 2016; Noradilah et al., 2017). V Thajsku byly
zastoupeny téz mén¢ Casté subtypy ST6 a ST7 (Jantermtor et al., 2013; Yowang et al., 2018).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.544335/full#B17
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.544335/full#B9
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.544335/full#B60
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.544335/full#B60
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2020.544335/full#B15

Obr. 2: Diverzita subtypt Blastocystis sp. dle geografické oblasti (Alfellani et al., 2013b).
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1.3.3  Smésné kolonizace subtypi Blastocystis sp.

V epidemiologickych studiich se nejcastéji setkdvame S identifikaci jednoho subtypu
Vv hostiteli. Nicmén¢ byl zaznamenan i vyskyt vice subtypt blastocyst v jednom hostiteli.
Ty jsounazyvany jako ,,smésné kolonizace subtypti* (Ramirez et al., 2017). Vyskyt takovych
smésnych kolonizaci se celosvétové pohybuje v priméru okolo 6 % (Alfellani et al., 2013b).

Naptiklad v Evropé bylo v ramci péti studii identifikovano 97 ptipadd smésnych
kolonizaci (Piubelli et al., 2019; Scanlan et al., 2015; El Safadi et al., 2016; Rudzinska et al.,
2019; van Hattem et al., 2019). Z toho velmi vysoka frekvence smésnych kolonizaci byla
zaznamenana v italské studii Piubelli et al. (2019), a to 36 % (80/221). Ve studii byli zahrnuti
lidé pochazejici z riznych kontinentd, konkrétné z Afriky, Jizni Ameriky, Asie a Evropy
(ptedevsim Italové). Nejvice byly zastoupeny smésné kolonizace subtypt ST1 a ST3, a to
témer ve vSech analyzovanych geografickych oblastech. V mensi mife byla pozorovéana
kolonizace tii subtyp, a to kombinace ST1+ST2+ST3 a ST1+ST3+ST4.

Smésné kolonizace subtypt jsou v molekularnich studiich ¢asto ptehlizeny a jejich
vyskyt je pravdépodobné daleko Castéjsi nez se predpokladalo (Scanlan et al., 2015). Obecné
se ma za to, ze piesna diagnostika smésnych kolonizaci je obtizna kviili omezeni pouzivanych
metod, které piednostné amplifikuji pfevladajici subtypy piitomné ve vzorku (Maloney et al.,
2019).



1.4 Klinicky vyznam Blastocystis sp.

Vliv stievniho prvoka Blastocystis sp. na zdravi ¢lovéka je stale velmi diskutované téma
a zatim na n¢j neexistuje jednozna¢na odpovéd’ (Andersen a Stensvold, 2016). Duvodem
je predevsim fakt, Ze se tento prvok vyskytuje jak u zdravych lidi (tj. bez stfevnich potizi),
tak 1 u pacientd s nespecifickymi gastrointestinalnimi Symptomy (Scanlan a Stensvold, 2013;
Wawrzyniak et al., 2013; Roberts et al., 2014; Andersen a Stensvold, 2016; Stensvold a van
der Giezen, 2018).

V ptipad¢ klinické manifestace pfitomnosti blastocysty se v minulosti za hlavni ptiznaky
povazovaly prijem, bolest biicha, nadymani nebo nevolnost (Roberts et al., 2014; Tan, 2008).
Kromé toho byly také popsany nékteré kozni poruchy jako napiiklad kopiivka (Hameed et al.,
2011; Casero et al., 2015). Dtive byl prvok Blastocystis sp. oznaovan vyhradné jako
patogenni organismus a piedpokladalo se, Ze piispiva k rozvoji zanétlivého onemocnéni stiev
(Inflammatory Bowel Disease - IBD) (Dogruman-Al et al., 2009) a syndromu drazdivého
tra¢niku (Inflammatory Bowel Syndrome - IBS) (Poirier et al., 2012; Rostami et al., 2017).
Definitivni pfi¢inna souvislost mezi uvedenym onemocnénim a timto prvokem vsak nebyla
dosud zjisténa a jeho patogenni pusobeni zustava predmétem diskuzi (Yakoob et al., 2010;
Poirier et al., 2012; Lukes et al., 2015; Khademvatan et al., 2017; Jiménez et al., 2019).

Potencialni patogenni mechanismus prvoka Blastocystis sp. pravdépodobné spociva
v poskozeni stfevnich epitelialnich bunék nebo degradaci proteina tigh junctions (okludinu
a Z01) (Puthia et al., 2006; Mirza et al., 2012). Nasledkem téchto procesu se muize zvysit
permeabilita stieva (Dagci et al., 2002). Kolonizace stfeva blastocystami je také spojena
s imunitni odpovédi hostitele. Byla zaznamenana indukce nékterych cytokinu IL-8, GM-CSF,
IL-1B, IL-6 a faktor nadorové nekrozy (TNF-a) (Long et al., 2001; Lim et al., 2014).

Autofi nékolika studii se navic domnivaji, Ze by mohla existovat urita asociace mezi
nékterymi subtypy blastocyst a klinickym projevem gastrointestinalnich pfiznakt u ¢lovéka,
tzn. Ze by nékteré subtypy mély patogenni ptsobeni na hostitelsky organismus. Jako takovy
ptiklad mize slouzit subtyp ST7, ktery je S patogennimi projevy spojovan (Mirza et al., 2011;
Wu et al., 2014; Ajjampur et al., 2016; Yason et al., 2019). Genomova analyza odhalila,
7e koduje faktory virulence jako jsou hydrolazy nebo cysteinové proteazy, které narusuji
epitelialni burniky stfeva (Denoeud et al., 2011). Nicméné vétsina dalSich studii neprokazala
Zadnou souvislost ostatnich subtypti s gastrointestinalnim onemocnénim (Ramirez et al., 2016;
Alinaghizade et al., 2017; Dogan et al., 2017; Mardani Kataki et al., 2019; Rudzinska et al.,
2019). V poslednich letech se naopak ukazuje, ze je prvok Blastocystis sp. detekovan daleko
Casté&ji u zdravych jedinci (tj. bez sttevnich potizi) nez u pacientd se zanétlivym onemocnénim
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stiev (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015; Rossen et al., 2015; Nieves-Ramirez et al.,
2018; Stensvold a van der Giezen, 2018; Lhotska et al., 2020; Mardani Kataki et al., 2019;
Tito et al., 2019). Tyto vysledky podporuji hypotézu, ze jsou blastocysty ziejmé bé&Zznou
soucasti gastrointestindlni mikroflory a meély by byt povazovany spiSe za komenzila
nez patogena (Scanlan a Stensvold, 2013; Scanlan et al., 2014).

Rozdilné nazory ohledn¢ vlivu Blastocystis sp. na lidské zdravi jsou zalozeny
predevsim na tom, ze diivéjsi studie byly provadény u pacientd, ktefi trp€li sttevnimi piiznaky,
a proto u nich byl tento prvok detekovan ¢asté&ji. Nékteré recentni studie dokonce naznacuji,
ze Dblastocysty mohou byt indikatorem zdravého stievniho traktu i celkového zdravi
(Andersen et al., 2016; Chabé et al., 2017). Ptiznivé Géinky prvoka Blastocystis sp. na stfevo
hostitele byly zaznamenany také ve studii nasi laboratofe (Billy et al., 2021). Vysledky
ukdazaly, Ze u potkanil s indukovanou kolitidou a dlouhodobou kolonizaci subtypu ST3 doslo

k mnohem rychlej$§imu zmirnéni stfevniho zanétu oproti kontrolni skuping.

1.5 Blastocystis sp. ve stifevnim mikrobiomu

Stfevni mikrobiom je komplex bakterii, hub, virti a jednobunécnych eukaryot (Cani, 2018).
Ma zésadni vliv na lidské zdravi, hraje dalezitou roli v metabolismu hostitele a regulaci
imunitniho systému (Michaudel a Sokol, 2020). Homeostaza ve stfevé je udrzovana
prostfednictvim interakci s témito mikroorganismy. Porucha symbiotického vztahu mezi
stfevni mikrobiotou a hostitelem vede k dysbioze (Das a Nair, 2019), ktera mize zasadné
prispét k rozvoji gastrointestinalnich onemocnéni jako napt. IBD a IBS (Glassner et al., 2020;
Menees a Chey, 2018; Wang et al., 2019; Aden a Reindl, 2019; Nishida et al., 2017).

Slozeni sttevniho mikrobiomu uzce souvisi s kolonizaci stievnich prvoki. V poslednich
letech je velmi intenzivné zkouman praveé vztah mezi Blastocystis sp. a stfevnimi bakteriemi
(Audebert et al., 2016; Beghini et al., 2017; Forsell et al., 2017; Nieves-Ramirez et al., 2018;
Nagel et al., 2016; Andersen et al., 2016; Billy et al., 2021). Blastocysty jsou schopny piimo
I neptimo ovliviiovat svého hostitele piisobenim na stievni mikrobiom (Deng et al., 2021).
To znamend, Ze ovliviiuji jak diverzitu, tak i kompozici bakteridlni stfevni mikroflory
(Billy et al., 2021; Even et al., 2021; Gabrielli et al., 2020; Krogsgaard et al., 2018; Nieves-
Ramirez et al., 2018). Vzhledem k vysoké genetické diverzité Blastocystis sp., intra-subtypové
variabilité a odliSnym modula¢nim ucinkiim nebylo zatim jednozna¢né prokazano, zda jsou

tyto GCinky pro hostitele prospésné nebo skodlivé (Deng et al., 2021). Nekteré studie spojuji



ptitomnost prvoka Blastocystis sp. s optimalni diverzitou stfevniho mikrobiomu, zatimco jiné

s jeho dysbiozou a gastrointestinalnimi chorobami (Scanlan a Stensvold, 2013).

15.1  Prospésny vliv Blastocystis sp. na stfevni mikrobiom

Rada studii zabyvajici se spojenim mezi Blastocystis sp. a stievnim mikrobiomem prokazala
V jeho pfitomnosti vys$si diverzitu obligatné anaerobnich skupin bakterii, jejichz vyskyt
je spojovan se zdravym stfevem (Audebert et al., 2016; Beghini et al., 2017; Forsell et al.,
2017; Nieves-Ramirez et al., 2018; Tito et al., 2019; Castafieda et al., 2020; Defaye et al.,
2020).

Napiiklad ve studii Andersen et al. (2015) bylo za pouziti metagenomického piistupu
zjisténo, ze u lidi s Blastocystis sp. dominuji enterotypy Prevotella a Ruminococcus,
vSeobecné asociované se zdravim a S nizkym rizikem zanétlivych onemocnéni (Loh a Blaut,
2012). Naopak u hostitelti Blastocystis sp. je mén¢ Casty enterotyp Bacteroides, asociovany
s niz§i diverzitou bakterii ve stfevé (Costea et al., 2018), kolorektalnim karcinomem (Sobhani
et al., 2011; Ou et al., 2013), celiakii (De Palma et al., 2010) a zanétlivym onemocnénim
gastrointestinalniho traktu (Le Chatelier et al., 2013). Stejny trend byl pozorovan i ve studii
Tito et al. (2019).

Autofi studie Audebert et al. (2016) u lidi s Blastocystis sp. nalezli vyssi bakterialni
diverzitu tfidy Clostridia. Naopak celed” Enterobacteriaceae, zahrnujici gramnegativni
bakterie typicky zjistované u pacientt s IBD, pfevazovala u jedincti bez Blastocystis sp. Vztah
mezi Blastocystis sp. a stfevni bakterialni mikroflorou sledovali také autofi studie Kodio et al.
(2019). Ti zjistili, Ze u jedinci s Blastocystis sp. byl nardst bakteridlnich roda
Faecalibacterium prausnitzii a Roseburia. Tyto rody se podileji na produkei butyratu, ktery je
energie pro jeho epitelialni bunky (Tan et al., 2014).

Deng a Tan (2022) zkoumali interakci mezi stfevnimi bakteriemi a subtypem ST4.
Konkrétné se jednalo o sedm druhti Strevnich bakterii, a to Bacteroides fragilis,
Bifidobacterium longum, Bacillus subtilis, Bacteroides vulgatus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis a Lactobacillus brevis. Tyto bakterialni druhy byly posléze in vitro
kultivovany spolecné se subtypem ST4. Vysledky ukazaly, ze Blastocystis ST4 ma piiznivy
vliv na vétsinu téchto bakterii. Vyjimkou byl pouze B. vulgatus, jehoz rtst byl v pfitomnosti
Blastocystis ST4 vyrazn¢ inhibovan. Jde o gramnegativni obligatné anaerobni bakterii, ktera
muze prispivat ke zhorSeni kolitidy (Bloom et al., 2011). Zaroven bylo zjisténo, Ze subtyp ST4
hral urcitou roli v ochrané stfevni epitelialni bariéry pred poskozenim B. vulgatus (Deng
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a Tan, 2022). V nasi recentni experimentalni studii jsme zjistili, ze dlouhodoba kolonizace
Blastocystis ST3 neni spojena se zvySenim stievni bakterialni diverzity, ale pfitomnost téchto
prvokl mize fungovat jako ,,stabilizator* sttevniho ekosystému a vede k rychlejSimu zotaveni

po indukci kolitidy (Billy et al., 2021).

1.5.2  Nep¥iznivy vliv Blastocystis sp. na stievni mikrobiom

Autori nékterych studii jsou naopak presvédceni, ze pfitomnost Blastocystis sp. mize mit
nepiiznivy vliv na slozeni sttevniho mikrobiomu (Yason et al., 2019; Nourrisson et al., 2014).
In vitro studie na mysSim modelu Yason et al. (2019) v souvislosti s izolatem ST7 uvadi,
Ze kolonizace Blastocystis sp. muze zpuisobovat zmény v bakterialnich populacich,
které nasledn¢ vedou k nerovnovaze stievni mikroflory. Ve studii je konkrétné zminovana
redukce bakterialnich populaci Bifidobacterium a Lactobacillus. Autofi jiné studie Nourrisson
etal. (2014) sledovali mozny dopad Blastocystis sp. na bakterialni populaci u skupiny pacientd
sIBS typu C (IBS pacienti trpici zacpou) a u kontrolni skupiny (lidé bez jakékoli
gastrointestinalni poruchy). Vysledky studie naznacuji, ze u pacienti S IBS-C doslo
k vyznamnému poklesu Bifidobacterium sp. Je zajimavé, Ze u kontrolni skupiny byla snizena

populace obligatné anaerobnich bakterii druhu Faecalibacterium prausnitzii.

1.6 Diagnostika

Pro detekci prvoka Blastocystis sp. byla vyvinuta jiz fada diagnostickych pfistupi
(Skotarczak, 2018). Jedny z diive pouzivanych metod jsou naptiklad mikroskopické vysetieni
nativnich vzorku stolice nebo in vitro xenicka kultivace (Stenzel a Boreham, 1996; Stensvold
et al., 2007a; Tan, 2008). Obé metody vsak maji své nedostatky. Vzhledem k tomu, Ze tento
prvok ma vice morfologickych forem, mize byt jejich mikroskopické odliseni zna¢né obtizné,
obzvlasté pak stadium cysty (Stenzel a Boreham, 1996). Ptesto jsou tyto metody rozsifenou
a v nékterych laboratofich stale pouzivanou metodou (Asfaram et al., 2019; Hidalgo et al.,
2019; Hussain et al., 2019). Kultivace blastocyst je zase ¢asové narocna a vysledky jsou
k dispozici nejdiive za 48 az 72 hodin (Roberts et al., 2011).

Udaje o prevalenci Blastocystis sp. mohou byt mnohdy zkreslené v dasledku niZsi
senzitivity vyse popsanych technik. Z tohoto dtivodu doslo K Sir§imu pouzivani molekularnich
metod zalozenych na polymerazové fetézové reakci (Abe et al., 2003a, 2003b; Yoshikawa
et al., 2004b; Scicluna et al., 2006; Stensvold et al., 2006; Stensvod et al., 2007a; Santin et al.,
2011; Poirier et al., 2011).
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1.6.1 Molekularni metody

V soucasné dob¢ je laboratorni diagnostika Blastocystis sp. zaloZena prevazné
na molekularnich metodach jako je konven¢ni PCR (cPCR) nebo real-time PCR (gPCR).
Nové pouzivanym piistupem je také Next-generation sekvenovani (Maloney et al., 2019;
Rojas-Velazquez et al., 2019; Cinek et al., 2021). Obecné feceno molekularni metody patii
mezi nejspolehlivéjsi diagnostické pristupy pro detekci blastocyst predevsim diky vysoké
senzitivit¢ a také specifité (Skotarczak, 2018; Roberts et al., 2011). Velkym pfinosem je navic
moznost identifikace jednotlivych subtypti diky sekvenéni analyze amplikond (Stensvold

etal., 2012b).

1.6.1.1 Konvenc¢ni PCR (cPCR)
V ramci metod zaloZenych na CPCR jsou nejéastéji vyuzivany dva piistupy (Stensvold, 2013).
Prvni piistup zahrnuje STS-primery komplementarni k sequence-tagged-sites (STS), coz jsou
kratké sekvence DNA specifické pro jednotlivé subtypy blastocyst (Yoshikawa et al., 2004b).
Pro kazdy vzorek je tieba udélat nékolik samostatnych PCR reakci dle dostupnych pari
STS-primert, pficemz Vv kazdé reakci je mozné identifikovat dany subtyp. Neni tedy nutné
sekvenovani PCR amplikonti. Zaroven je mozné touto metodou odhalit i smésné kolonizace
subtypl. Velkou nevyhodou STS-primert je to, Ze jsou dosud cileny pouze na prvnich sedm
subtypu, tj. ST1-ST7 (Skotarczak, 2018; Rudzinska et al., 2020).

Druhy ptistup CPCR je vyuzivan v pifevazné vétsSin€ epidemiologickych studii
a spoc¢iva v amplifikaci casti genu kodujiciho podjednotku SSU rDNA, ktera je také znama
jako barcode region. Barcode region je vysoce variabilni oblast SSU rDNA o velikosti 600 bp,
ktera je amplifikovana pomoci specifickych primerti ozna¢ovanych RD5 a BhRDr (Scicluna
et al., 2006).Vyhodou tohoto pfistupu je, Ze staci provést pouze jednu amplifikaéni reakci
pro kazdy vzorek. PCR produkt je nasledné osekvenovan (Sangerovo sekvenovani) a vysledné
sekvence jsou otypovany do subtypt Ve specifické barkodovaci platforme pro Blastocystis sp.
(http://pubmlst.org/blastocystis/) (Stensvold a Clark, 2016b). Na rozdil od STS-metody tento
pristup umoznuje detekci vSech dosud identifikovanych a piipadn€ inovych subtypl
Blastocystis sp. Nicmén¢ neni idealni pro detekci smésnych kolonizaci subtypt (Skotarczak,
2018; Rudzinska et al., 2020). V takovém piipadé je potieba jej doplnit metodou klonovani
(Lhotska et al., 2020).
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1.6.1.2 Real-time PCR (QPCR)

Na rozdil od cPCR monitoruje real-time (qPCR) narist mnozstvi amplikonu V redlném case
(Klein, 2002). Jednoduchou analyzou Ct hodnot (threshold cycle) 1ze navic kvantifikovat
mnozstvi DNA piitomné v analyzovaném vzorku. Hodnota Ct odkazuje na konkrétni
amplifika¢ni cyklus, pfi kterém uroven fluorescenc¢niho signalu pievysuje fluorescenci pozadi
a piimo tedy koreluje s mnozstvim DNA ve vzorku. Cim je Ct hodnota nizsi, tim vétsi
mnozstvi templatové DNA je pfitomno v reakci a naopak. Tyto tidaje jsou piinosné piedev§im
v epidemiologickych studiich, protoze by mohly pfispét k objasnéni role Blastocystis sp.
ve stfevnim ekosystému pfi porovnani intenzit kolonizaci mezi IBD/IBS pacienty a zdravymi
jedinci (Verweij a Stensvold, 2014).

Uplné prvni qPCR protokol pro Blastocystis sp. byl uveden v roce 2008, nicméné mél
ur¢ité nedostatky. Naptiklad pomoci tohoto protokolu byla umoznéna amplifikace DNA
blastocyst pouze subtypt ST1, ST3 a ST4 (Jones et al., 2008). Z tohoto diivodu byly posléze
vyvinuty dalsi dva qPCR protokoly.

Druhy qPCR protokol vyuziva systém SYBR Green a popsal ho ve své studii Poirier
etal. (2011). Tento protokol je specificky pro rod Blastocystis sp. a cili na gen malé
ribozomalni podjednotky (SSU rRNA). Nevyhodou tohoto protokolu je dlouhy PCR amplikon
(339 bp), ktery mtize snizovat citlivost testu. Zaroven ma I niz$i specifitu, tj. 95 %.

Dalsi qPCR protokol, ktery vyuziva systém TagMan sondy, byl optimalizovan
ve studii Stensvold et al. (2012b). Tento protokol zavadi specifické primery FWD F5 a R F2,
které amplifikuji kratky fragment SSU rDNA o velikosti 118 bp. Vizualizace fragmenti
je umoznéna diky oligonukleotidové hydrolyzacni TagMan sondé, ktera ma na 5’konci
navazanou fluorescenéni molekulu a na 3’konci tzv. quencher (zhasec). Princip fungovani
sondy je zalozen na exonukledzové aktivité¢ 5' — 3’ Taq DNA polymerazy, ktera $t€pi TagMan
sondu béhem elongacni faze amplifikace. V tomto procesu je fluorescencni molekula oddélena
od zhaseCe. To vede Kk narustu fluorescen¢niho signalu, ktery lze méfit v kazdém cyklu
amplifikace (Verweij a Stensvold, 2014). Princip TagMan sondy znazoriiuje obrazek (Obr. 3).
Tento diagnosticky protokol vykazuje 100% specificitu a vysokou senzitivitu a umoziuje
identifikaci vSech dosud identifikovanych subtypi u lidi (Stensvold et al., 2012b).
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Obr. 3: Princip TagMan sondy (Verweij a Stensvold, 2014).
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1.6.1.3 Next-generation sequencing (NGS)

Next-generation sekvenovani (NGS) je vysoce efektivni nastroj vhodny pro charakterizaci
diverzity a kompozice mikrobialnich spolecenstev (Boers et al., 2019). Tato metoda generuje
obrovské mnozstvi sekvenci z jednoho vzorku, coz umoznuje rychlou a vysoce citlivou
analyzu na tGrovni populace. V soucasné dobé se NGS zacala pouzivat i pro urceni diverzity
subtypt Blastocystis sp. Na rozdil od klasického Sangerova sekvenovani dokaze daleko
piesnéji identifikovat smésné kolonizace subtypt ve vzorku. Zaroven umoziuje spolehliveé
urcit intra-subtypovou variabilitu v ramci hostitele (Maloney et al., 2019; Rojas-Velazquez
etal., 2019; Higuera et al., 2021; Cinek et al., 2021).

Autori studie Maloney et al. (2019) optimalizovali NGS protokol pro detekci smésnych
kolonizaci Blastocystis sp. ve vzorcich stolice. Pfed samotnym NGS je nutné pomoci
molekularnich metod amplifikovat oblast genu SSU rRNA. PCR amplifikace SSU rDNA byla
provedena s vyuzitim primert ILMN_Blast505 532F a ILMN_Blast998_1017R.
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Tyto primery byly odvozeny ze studie Santin et al. (2011) a pro ucely Next-generation
sekvenovani modifikovany pfipojenim adaptorovych sekvenci k 5'konci. Cely proces
zahrnuje tfi kroky — pfipravu knihovny, amplifikaci a sekvenovani. V prvnim kroku je DNA
naStépena na rizn¢ dlouhé fragmenty a na jejich konce je navdzana velmi kratka molekula
DNA o ptesné¢ dané sekvenci zvana adaptor. Umoznuje amplifikaci fragmentd knihovny
a jejich fixaci k pevnému povrchu (Goodwin et al., 2016; Kolisko, 2017; Qin, 2019).

Jednotlivé fragmenty jsou amplifikovany pomoci emulzni PCR nebo bridge PCR,
¢imz vznikne skupina identickych molekul DNA zvana klastr. K fragmentim DNA
Jjsou pritazovany jednotlivé nukleotidy na zakladé komplementarity bazi, pficemz kazda baze
je oznacena jinou fluorescencni barvou. Na zakladé rozdilné fluorescence Ize identifikovat
piesnou sekvenci (Goodwin et al., 2016; Kolisko, 2017; Qin, 2019).

Ziskané sekvence jsou poté analyzovany S vyuzitim bioinformatickych pfistupt
s vyuzitim specializovanych softward (Boers et al., 2019; Qin, 2019). V piipad¢ Blastocystis
sp. je identifikace zaloZzena na podobnosti s referen¢nimi sekvencemi genu SSU rRNA
dostupnymi ve vefejnych databazich, kde jsou zahrnuty vSechny jiz identifikované subtypy
(Cinek et al., 2021; Higuera et al., 2021; Maloney et al., 2019; Rojas-Velazquez et al., 2019).

V nov¢jsich studiich byla pouzita metoda zalozena na technologii Oxford Nanopore
MinlION. Tato metoda umoznuje generovat kompletni sekvence SSU rDNA (Maloney et al.,
2020; Maloney a Santin, 2021).
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2 Cile prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zavedeni a optimalizace qPCR protokolu
pro diagnostiku stievniho prvoka Blastocystis sp. v souboru vzorkt od zdravych lidi. Nasledné
porovnat citlivost qPCR diagnostiky s vysledky konven¢ni PCR ziskanymi v ptedchozi studii
Lhotska et al. (2020).

Dil¢i cile byly nasledujici:
e zjistit celkovou prevalenci Blastocystis sp. pomoci qPCR v souboru vzork lidi;
e zjistit intenzity kolonizaci Blastocystis sp. u pozitivnich jedinci na zakladé
kvantifikaéni kiivky s vyuzitim qPCR;
e zjistit diverzitu subtyp Blastocystis sp. na zakladé ,,Next-generation* sekvenovani
a nasledné porovnat s vysledky ze Sangerova sekvenovani ziskanymi v piedchozi

studii Lhotska et al. (2020).
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3 Material a metodika

Pro ucely této diplomové prace byla pouzita DNA ze vzorkl lidské stolice (n = 288) ziskana
jiz v ptedchozi epidemiologické studii zamétené na prevalenci a diverzitu Blastocystis sp.
v populaci zdravych jedincii v Ceské republice (Lhotska et al., 2020). Ziskana data byla
anonymizovana a zpracovana dle zédkona ¢. 101/2000 Sb. O ochran¢ osobnich udajt a dalSich
souvisejicich predpist. Tato studie byla posouzena jako eticky piipustna a odpovidajici
rozsahu statutu Etické komise Biologického centra AV CR v.v.i. v Ceskych Budgjovicich

(¢islo rozhodnuti: 1/2017).

3.1 Molekularni detekce

V této praci byla pro detekci Blastocystis sp. zvolena molekularni diagnostika real-time PCR
(qPCR). Lhotska et al. (2020) pouzila pro detekci Blastocystis sp. konvenéni PCR (cPCR).
Prestoze je cPCR bé&zné pouzivanou metodou ve vétsiné epidemiologickych studiich
zamé&fenych na Blastocystis sp., nedokaze spolehlivé detekovat velmi slabé intenzity
kolonizace. Krom¢ toho cPCR neposkytuje na rozdil od qPCR kvantitativni informaci
0 intenzité kolonizace. Z téchto diivodi jsme zavedli diagnosticky qPCR protokol a nasledné

porovnali vysledky obou molekularnich metod.

3.1.1 gPCR diagnostika

Veskeré vzorky DNA byly otestovany pomoci qPCR diagnostiky. Zaklad pro diagnosticky
gqPCR protokol byl pfevzat ze studie Stensvold et al. (2012b) a nasledné¢ optimalizovan
pro podminky nasi laboratofe. V naSich podminkach byla pouzita polymeraza Master Mix 5x
HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus ROX (Solis BioDyne, Estonsko) a modifikované
mnozstvi primert a TagMan sondy na jednu qPCR reakci.

Specifické primery Blasto FWD F5 a R F2 (Generi Biotech, Hradec Kréalové) jsou
cilené na amplifikaci fragmentu malé ribozomalni podjednotky (SSU rDNA) o velikosti
118 bp. Pro naslednou vizualizaci byla pouzita fluoresceinem znac¢ena TagMan sonda. Pouzité
sondy a primery jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2).

Kromé toho byly také upraveny reakéni podminky, konkrétné pocet cykla amplifikace
— pocatecni denaturace 95 °C/10 min a 37 x (95 °C/15 s, 60 °C/30 s, 72 °C/30 s). Celkovy
objem kazdé qPCR reakce byl 20 pul a obsahovala 1 pl od kazdého primeru (10nmol), 1 pl
TagMan sondy (fedéné v poméru 1:20), 4 pul Master Mix polymerazy, 8 ul MiliQ vody a 5 pl

extrahované DNA. Soucasti kazdého ,runu“ byla vzdy negativni kontrola (DNA nahrazena
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MiliQ vodou) a pozitivni kontrola (DNA z definované in vitro xenické kultury Blastocystis
sp.). Vzorky byly otestovany s vyuzitim ptistroje LightCycler LC 480 | (Roche, Basilej,
Svycarsko) a 96-jamkovych desek (RT-PL96-LC480).

Tab. 2: Sondy a primery pouzité pro qPCR diagnostiku Blastocystis sp. (pfevzato ze studie
Stensvold et al., 2012b).

Primery a sonda Sekvence
Blasto FWD F5 5'-GGTCCGGTGAACACTTTGGATTT-3’
Blasto R F2 5"-CCTACGGAAACCTTGTTACGACTTCA-3’

Blastocystis probe FAM-TCGTGTAAATCTTACCATTTAGAGGA-MGBNFQ

3.1.2 Optimalizace kvantifikaéni k¥rivky

Intenzita kolonizaci Blastocystis sp. V pozitivnich vzorcich byla posouzena pomoci
kvantifikacni kiivky. Tato kiivka byla definovéna na zéklad¢ tfedici fady bunck ziskanych
z in vitro kultury Blastocystis sp. a nastavena v fadovém rozsahu 10° az 10° bunék na jednu
gqPCR reakci. Stupeil kolonizace jsme definovali nasledovné: 10°-10' nizka intenzita

kolonizace, 10?-103 stfedni intenzita kolonizace, 10%-10° vysoka intenzita kolonizace.

3.1.3 Kontrola vniti'ni inhibice

U nékterych vzorkih DNA, které jsou izolované ze stolice nebo trusu, miize dochazet
k inhibovani polymerazové aktivity pii PCR diagnostice (Stensvold et al., 2012b). Abychom
vylou¢ili zkresleni ziskanych vysledkd pfipadnym pusobenim PCR inhibitorti, pfidali jsme
ke vzorkim s negativnim vysledkem cizorodou DNA, konkrétn¢ DNA ziskanou z tkané
experimentalnich potkant. Otestovany byly pouze vzorky, ve kterych nebyla prokazana
piitomnost Blastocystis sp. ani Zadného jiného stfevniho prvoka, na jejichz vyzkum
se zamétujeme v nasi laboratofi (napt. Giardia intestinalis a Dientamoeba fragilis) (n = 248).
K izolaci DNA z tkan¢ potkana byl pouzit kit (High Pure PCR Template Preparation Kit for
Genomic DNA, Roche) a tato izolovand DNA byla posléze nafedéna 10°x. Zaroven jsme
pouzili qPCR protokol pro analyzu B2M (komer¢ni primery a TagMan sonda pouZzivana
k detekci potkaniho genu pro beta-2 mikroglobulin; Thermofisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Vysledny qPCR amplikon mél velikost 58 bp.
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3.2 Statistické srovnani citlivosti dvou diagnostickych pristupi

Rozdil v citlivosti pro detekci Blastocystis sp. mezi dvéma diagnostickymi pfistupy qPCR
acPCR Lhotska et al. (2020) na stejném souboru vzorkii byl vyhodnocen pomoci
McNemarova testu s Yatesovou korekei 0,5. Statistickd analyza byla provedena s vyuZzitim
softwaru  SciStatCalc 2013  (https://scistatcalc.blogspot.com/2013/11/mcnemars-test-

calculator.html).

3.3 Urceni jednotlivych subtypi metodou Next-generation sekvenovani

Pro urceni jednotlivych subtypli a jejich smésnych kolonizaci byla vyuzita analyza
Next-generation sequencing (NGS) ve spolupraci s Pediatrickym oddélenim 2. Iékaiské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze a fakultni nemocnici Motol (prof. MUDr. Ondfej Cinek
Ph.D.). NGS protokol vychazel ze studie Maloney et al. (2019) a byl dale optimalizovan
dle studie Cinek et al. (2021).
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4  Vysledky
4.1 Prevalence Blastocystis sp. na zakladé qPCR

V ramci této diplomové prace byl s vyuzitim molekularni diagnostiky gPCR otestovan soubor
288 vzorkid DNA od zdravych lidi. Celkova prevalence Blastocystis sp. byla 29 % (83/288)
(Obr. 4). Vysledky této prace byly nasledné porovnany s vysledky cPCR pouzité v predchozi
studii Lhotska et al. (2020) za ucelem zjisténi rozdilii v senzitivité mezi obéma diagnostickymi

metodami.

Obr. 4: Prevalence Blastocystis sp. v souboru vzorkl od zdravych lidi na zakladé qPCR.

29 %

71%

pozitivni = negativni

4.2 Vyhodnoceni intenzity kolonizace

U vzorki, kde byla na zakladé qPCR diagnostiky potvrzena pozitivita Blastocystis sp.
(n = 83), byla navic vyhodnocena intenzita kolonizace S pouzitim kvantifikaéni kiivky
nastavené v rozsahu ada 10° az 10° bunék na jednu gPCR reakci (Obr. 5).

U vice nez poloviny analyzovanych vzorki byla zaznamenina vysokda intenzita
kolonizace, konkrétné v fadovém rozmezi 10°-10° bun&k na jednu qPCR reakci. Rozsah
Ct hodnot odpovidal 15. az 20. cyklu amplifikace. Nizka intenzita kolonizace 10'-10? bungk
na jednu qPCR reakci byla zjisténa u 18 vzorkii. Nejméné byly zastoupeny kolonizace
v hodnotach fada 10°-10* bun&k na jednu qPCR reakci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 3).
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Obr. 5: Kvantifikaéni kiivka pro vyhodnoceni intenzity kolonizace v rozsahu ¥adi 10° az 10°

bun¢k/1 qPCR reakci (program LightCycler480).

Standard Curve

10’

35| 10

32 10

28 103

= 10

22| 10

i F 3 4 5
Log Concentration

Tab. 3: Vyhodnoceni intenzity kolonizace Blastocystis sp. pomoci kvantifika¢ni kiivky
(v rozsahu tadi 10° az 10° bunék/1 qPCR reakci).

e e s o
10102 18/83 28-32
10°.10° 13/83 21-27
105_10° 52/83 15-20

Pocet bunék/1 qPCR reakci
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4.3 Testovani vnitini inhibice
U vzorkt, ve kterych nebyl detekovan zadny stfevni prvok (n = 248) byla provedena kontrola
vnitini inhibice. Na zéklad¢ tohoto testu jsme u vzorka vyloucili jakékoli ptisobeni PCR

inhibitora.

4.4 Porovnani citlivosti dvou diagnostickych metod qPCR a cPCR

Jednim z dulezitych sledovanych aspekti bylo posouzeni senzitivity mezi dvéma
diagnostickymi metodami, a to gPCR a cPCR. K porovnani metod byl pouzit soubor DNA
vzorkli (n = 288). Na zékladé¢ molekularni diagnostiky qPCR byla zjiSténa prevalence
Blastocystis sp. 29 % (83/288). Lhotska et al. (2020) vyuzivala pro diagnostiku Blastocystis
sp. cPCR a detekovala prevalenci nizsi, konkrétné 24 % (71/288). Rozdil v citlivosti mezi
ob&ma metodami byl statisticky vyznamny (p < 0,05; 3= 8,26) (Tab. 4). Ve srovnani s CPCR
tedy odhalila qPCR o 12 pozitivnich vzorku vice (Obr. 6, Tab. 5).

Na zéklad€ srovnani citlivosti obou metod je zifejmé, ze qPCR je citliv§jsi metodou
pro detekci Blastocystis sp. Ackoliv qPCR prokazala vyssi senzitivitu, dva vzorky byly
vyhodnoceny jako falesné¢ negativni, zatimco cPCR je identifikovala jako pozitivni.
U 12 vzork, které byly pozitivni pouze na zaklad¢ qPCR, byla za pomoci kvantifika¢ni kiivky
vyhodnocena nizka intenzita kolonizace, tzn. ze se jednalo o hodnoty v fadovém rozmezi
10%-10% bunék na jednu gPCR reakci (rozsah Ct hodnot odpovidal 28. az 32. cyklu
amplifikace) (Tab. 3).

Obr. 6: Pocet pozitivnich a negativnich vzork na zakladé qPCR a cPCR.

250 B I |
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-
8 150 | I
- O Pozitivni vzorky
]
§ 100 - 83 O Negativni vzorky

71 * Statisticky vyznamny rozdil
50 F
0
qPCR cPCR (Lhotska et al., 2020)
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Tab. 4: Porovnani citlivosti gPCR a cPCR pomoci McNemarova testu.

gPCR
pozitivni negativni
pozitivni 69 2 71 (25 %)
cPCR
negativni 14 203 217 (75 %)
83(29%) 205 (71 %) 288

4.5 Diverzita subtypi na zakladé NGS a srovnani s vysledky ze Sanger

sekvenovani
Abychom mohli uréit diverzitu subtypu, byly veskeré pozitivné testované vzorky z gPCR
(n=83) otestovany pomoci Next-generation sekvenovani (NGS). Tato analyza byla provedena
ve spolupraci s prof. MUDr. Ondiejem Cinkem Ph.D. z Pediatrického oddéleni 2. LF
Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni nemocnici v Motole. Pomoci NGS byly identifikovany
subtypy v 69 vzorcich z celkovych 83 pozitivnich. Vysledna diverzita subtypt na zakladé
NGS sekvenovani zcela korelovala s diverzitou subtypt ve studii Lhotska et al. (2020),
kde bylo pouzito Sangerovo sekvenovani (Tab. 6).

NGS analyza vSak prokazala vyssi senzitivitu v detekci smésnych kolonizaci subtypt
neZ kombinace metod cPCR a Sangerova sekvenovani pouZité ve studii Lhotska et al. (2020).
Pomoci NGS bylo odhaleno celkem pét novych piipadii smésnych kolonizaci. Ve vSech
pripadech se jednalo o smésné kolonizace dvou subtypti, konkrétné: ST1+ST7, ST3+ST1,
ST3+ST2 (2x) a ST7+ST3 (Tab. 6).

U 12 vzorkd, které byly pozitivné identifikovany pouze na zakladé¢ qPCR, potvrdila
NGS analyza pozitivitu pouze u péti vzorki. Jednalo se o subtypy (ST2, STS, 2 x ST3 a ST4)
(Tab. 6).
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Tab. 5: Porovnani citlivosti cPCR a qPCR v souboru vzorku lidi (n = 288). Dale byla vyhodnocena
uspésnost detekce Blastocystis sp. pomoci Next-generation sekvenovani (NGS) pouze na zakladé

gPCR-pozitivnich vzorki (n = 83).

metoda metoda
# vzorek #vzorek
PCR gPCR Cthodnota NGS PCR gPCR Cthodnota NGS

Bl + + 15 + B2 + + 19 +
B13 + + 15 + B19 + + 19 +
B24 + + 15 + B115 + + 19 +
B59 + + 15 + B126 + + 19 +
B68 + + 15 + B184 + + 19 +
B195 + + 15 + B220 + + 19 +
B201 + + 15 + B374 + + 19 +
B226 + + 15 + B417 + + 19 +
B235 + + 15 + B86 + + 20 +
B312 + + 15 + B292 + + 20 +
B339 + + 15 + B277 + + 21 -
B371 + + 15 + B303 + + 21 +
B373 + + 15 + B380 + + 21 +

B9 + + 16 + B300 + + 22 +
B37 + + 16 - B375 + + 22 +
B42 + + 16 + B418 + + 22 +
B45 + + 16 + B424 + + 22 +
B49 + + 16 + B431 + + 23 +
B120 + + 16 + B33 + + 24 +
B225 + + 16 + B36 + + 24 +
B327 + + 16 + B313 + + 24 +
B343 + + 16 + B365 + + 24 +
B352 + + 16 + B55 + + 26 +
B364 + + 16 + B144 - + 28 +
B412 + + 16 + B345 + + 28 +
B15 + + 17 + B405 + + 29 +
B30 + + 17 + B356 + + 30 -
B65 + + 17 + B372 - + 31 +
B82 + + 17 + B10 - + 32 -
B99 + + 17 + B35 - + 32 -
B113 + + 17 + B38 - + 32 -
B185 + + 17 + B41 - + 32 +
B336 + + 17 + B50 - + 32 -
B341 + + 17 + B54 - + 32 -
B353 + + 17 + B62 - + 32 -
B363 + + 17 + B114 - + 32 +
B31 + + 18 - B189 - + 32 -
B224 + + 18 + B240 - + 32 +
B231 + + 18 + B248 - + 32 -
B393 + + 18 - B398 - + 32 -
B397 + + 18 + B425 + + 32 +
B413 + + 18 +
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Tab. 6. Porovnani tGspé$nosti v identifikaci subtypa Blastocystis sp. mezi dvéma sekvenénimi
pristupy, konkrétné mezi Sangerovym sekvenovanim (vysledky ziskané v pfedchozi studii Lhotska

et al., 2020) a Next-generation sekvenovanim (NGS).

subtyp Subtyp
# vzorek # vzorek
Sanger sekvenovani NGS Sanger sekvenovani NGS
B1 ST3 ST3 B225 ST1 ST1
B2 ST1 ST1 B226 ST1 ST1
B9 ST1 ST1 B231 ST3 ST3+ST1
B10 - - B235 ST3 ST3
B13 ST1 ST1 B240 - ST3
B15 ST3 ST3 B248 - -
B19 ST3 ST3 B277 ST7 -
B24 ST6 ST6 B292 ST7 ST7
B30 ST3 ST3 B300 ST4 ST4
B31 ST3 - B303 ST7 ST7
B33 ST3 ST3 B312 ST3 ST3
B35 - - B313 ST3 ST3
B36 ST1 ST1 B327 ST2 ST2
B37 ST2 - B336 ST3 ST3
B38 - - B339 ST1 ST1
B41 - ST3 B341 ST3 ST3
B42 ST1 ST1 B343 ST5 ST5
B45 ST1 ST1+ST7 B345 ST6 ST6
B49 ST1 ST1 B352 ST3 ST3+ST2
B50 - - B353 ST1+ST3 ST1+ST3
B54 - - B356 ST3 -
B55 ST3 ST3 B363 ST3 ST3
B59 ST4 ST4 B364 ST3 ST3+ST2
B62 - - B365 ST7 ST7+ST3
B65 ST4 ST4 B371 ST4 ST4
B68 ST3 ST3 B372 - ST4
B82 ST2 ST2 B373 ST4 ST4
B86 ST3 ST3 B374 ST2 ST2
B99 ST3 ST3 B375 ST1 ST1
B113 ST2 ST2 B380 ST3 ST3
B114 - ST2 B393 ST7 -
B115 ST7 ST7 B397 ST2 ST2
B120 ST1 ST1 B398 - -
B126 ST6 ST6 B405 ST6 ST6
B144 - ST5 B412 ST2 ST2
B184 ST3 ST3 B413 ST4 ST4
B185 ST6 ST6 B417 ST2 ST2
B189 - - B418 ST2 ST2
B195 ST3 ST3 B424 ST3 ST3
B201 ST3 ST3 B425 ST2 ST2
B220 ST3 ST3 B431 ST4 ST4
B224 ST1 ST1

25



5 Diskuze

Blastocystis sp. je v soucasné dobé nejrozsifenéjSim stievnim prvokem na svété a vyskytuje
se u vice nez 1 miliardy lidi (Andersen a Stensvold, 2016). Jeho role ve zdravi i nemoci
a strevnim mikrobiomu je vSak stale nejasna az kontroverzni, zejména z ditvodu jeho vyskytu
jak u asymptomatickych, tak i symptomatickych jedinci (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard
et al., 2015; Mardani Kataki et al., 2019; Lhotska et al., 2020; Jimenez-Gonzalez et al., 2012;
Nourrisson et al., 2014). Prevalence Blastocystis sp. zavisi na mnoha faktorech véetné
geografické oblasti (Clark et al., 2013). V rozvojovych zemich byva prevalence vyrazné vyssi
nez v zemich industrializovanych. Dle nékterych studii mize dokonce dosahovat i 100 %
(El Safadi et al., 2014).

Zna¢ny vliv na uvadénou prevalenci Blastocystis sp. ma jednoznaéné také pouzita
diagnostickd metoda (Clark et al., 2013). Dtive byly hojné vyuzivany metody pro vysetieni
nativnich vzorkd stolice nebo xenicka kultivace in vitro s pomoci svételné mikroskopie
(McHardy et al., 2014). Tyto metody maji ale fadu limitaci. Jsou ¢asov€ naro¢né, maji nizkou
senzitivitu a navic neumoznuji ureni jednotlivych subtypi Blastocystis sp. (Stensvold et al.,
2007a; Roberts et al., 2011; Lhotska et al., 2020). Pravé identifikace subtypt je zasadni
pro pochopeni epidemiologie Blastocystis sp. a jeho vlivu na lidské zdravi. Vy$e zminéné
diagnostické metody jsou dnes nahrazovany daleko rychlej$imi, pfesn¢jSimi a také levnéjSimi
metodami. Za standard jsou v soucasné dobé povazované molekularni metody, a to konvenéni
PCR (cPCR) nebo real-time PCR (gPCR), které vynikaji vysokou senzitivitou i specifitou
(Skotarczak, 2018; Stensvold et al., 2006; Stensvold et al., 2012b). Do popiedi se dostava také
Next-generation sekvenovani (NGS), a to zejména diky piesnéjsi detekci smésnych kolonizaci
vice subtypt ve vzorku (Rojas-Velazquez et al., 2019; Maloney et al., 2019; Cinek et al.,
2021). Ackoliv bylo provedeno jiz mnoho prevalenénich studii, pro detekci a identifikaci
subtypt Blastocystis sp. nebyla stale jesté stanovena jednotna metoda (Skotarczak, 2018).

Prevalence Blastocystis sp. v souboru vzorkii lidi sp. na zakladé qPCR

V ramci této prace jsme zavedli a optimalizovali qPCR protokol pro diagnostiku a kvantifikaci
stievniho prvoka Blastocystis sp. Pomoci tohoto protokolu byl nasledné otestovan soubor 288
vzorki DNA od zdravych lidi. Celkova prevalence Blastocystis sp. byla 29 % (83/288).
Tento vysledek je v souladu s dostupnou literaturou, ktera uvadi, Ze se prevalence Blastocystis
sp. ve vyspélych zemich pohybuje mezi 7 az 50 % (Bart et al., 2013; Scanlan et al., 2016;
Seyer et al., 2017; Lhotska et al., 2020; Tito et al., 2019; Lepczynska et al., 2021).
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V evropskych zemich bylo zatim provedeno pouze n¢kolik studii, které pro detekci
Blastocystis sp. u lidi zvolily molekularni diagnostiku na zakladé qPCR. Jedna z takovych
studii pochazi naptiklad z Francie, kde byla zaznamenana prevalence Blastocystis sp. 18 %
(143/788) (El Safadi et al., 2016). Autofi novéjsi francouzské studic Menu et al. (2019)
sledovali vyskyt stfevnich prvokl a detekovali pozitivitu Blastocystis sp. u 10 % vzorki
(51/643). Ob¢ vyse uvedené studie byly zaméfeny piedev$im na vyskyt Blastocystis sp.
U pacientll s gastrointestindlnimi pfiznaky, zatimco Vv nasi praci byly s vyuzitim qPCR
otestovany vzorky DNA pouze od zdravych, respektive asymptomatickych lidi. Poirier et al.
(2011) optimalizoval ve své studii qPCR protokol zalozeny na SYBR Green systému
a zaznamenal ve zdravé populaci prevalenci 13 % (12/92). V nasi praci byla detekovana vyssi
prevalence Blastocystis sp. (29 %), coz by mohlo souviset s tim, ze K vizualizaci fragmentt
SSU rDNA byla pouZita fluoresceinem zna¢ena TagMan sonda, kterd ma na rozdil od SYBR
Green vyssi citlivost (Stensvold et al., 2012b). Cinek et al. (2021) se v ramci své studie
zabyval prevalenci Blastocystis sp. u asymptomatickych déti z Sesti riznych zemi. Mezi nimi
byla zastoupena i Ceské republika, pfi¢emz zde byla pomoci qPCR zaznamenana prevalence
nejnizsi, a to 15 % (8/52).

V italské studii Piubelli et al. (2019) bylo pomoci gPCR identifikovano 34 %
pozitivnich vzorku (258/756), coz je 0 trochu vyssi prevalence, nez jsme zjistili v nasi praci.
Vyssi prevalence mize souviset s tim, Ze do studované populace byli kromé Evropant zahrnuti
také lidé z mimoevropskych zemi, napiiklad z Afriky nebo Asie. Podobna prevalence jako
v nasi praci byla na zakladé qPCR zjisténa v Nizozemsku u pacientd s gastroenteritidou,
konkrétné 26 % (355/1374). U kontrolni skupiny zdravych lidi byla zjisténa prevalence vyssi,
a to 40 % (410/1026) (Dullaert-de Boer et al., 2020). Autofi jiné studie v Nizozemsku
van Hattem et al. (2019) zjistovali prevalenci Blastocystis sp. Vv zavislosti na cestovani
a detekovali Blastocystis sp. u 36 % lidi (174/479).

Vyssi prevalence Blastocystis sp. na zakladé qPCR byla zjisténa také mimo Evropu.
Napiiklad u déti zijicich v oblasti Kolumbie v povodi feky Amazonky dosahovala prevalence
89 % (252/284) (Sanchez et al., 2017). K vysoké prevalenci zde pravdépodobné prispély nizsi
hygienické standardy a s tim spojeny fekalné-oralni pfenos. Dalsi studie byla provedena
Vv Mexiku a zabyvala se souvislosti mezi Blastocystis sp. a sttevnim mikrobiomem. S vyuzitim
qPCR diagnostiky byla u asymptomatickych lidi zjisténa prevalence 65 % (102/156) (Nieves-
Ramirez et al., 2018). V Turecku na zaklad¢ qPCR zjistili u asymptomatickych déti prevalenci
Blastocystis sp. 44 % (97/219) (Dogan et al., 2017). Na Madagaskaru stejnou metodou
detekovali prevalenci 70 % (185/265) (Greigert et al., 2018).
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Porovnani senzitivity dvou diagnostickych metod

Hlavnim cilem této prace bylo posouzeni senzitivity mezi dvéma molekularnimi metodami

studie jiz prokdzaly vyssi citlivost qPCR ve srovnani s klasickymi metodami, jako je
mikroskopie nativnich preparatl stolice nebo xenicka kultivace in vitro (Poirier et al., 2011,
Stensvold et al., 2012b; Sanchez et al., 2017; Nourrisson et al., 2020). Autofi studie Nourrisson
et al. (2020) porovnavali ¢tyfi qPCR protokoly pro detekci Blastocystis sp. a zjistili, Ze se 1isi
jak ve specificité, tak i citlivosti. Autofi studii Forsell et al. (2016) a El Safadi et al. (2014)
se snazili zvysit citlivost detekce Blastocystis sp. a pro jeji diagnostiku vyuzili kombinaci dvou
molekularnich pristupti. Veskeré vzorky nejprve otestovali pomoci CPCR. Nasledné
vyselektovali vzorky s negativnim vysledkem, které dale analyzovaly pomoci gPCR. V obou
studiich se zjistilo, Ze qPCR ma vyssi citlivost nez CPCR a bylo identifikovano dalsich 12 %
a 24 % pozitivnich vzorkt. Nicméné studie, ktera by porovnavala citlivost obou molekularnich
metod na stejném souboru vzorkl zatim nebyla publikovéana.

V této préci jsme pro porovnani CPCR a qPCR pouzili soubor 288 vzorki DNA
od asymptomatickych lidi z pfedchozi epidemiologické studie Lhotska et al. (2020). Vysledky
ukazaly, ze qPCR je citlivéj$i metodou pro detekci Blastocystis sp., protoze odhalila
0 12 pozitivnich vzorkt vice nez CPCR. Celkova prevalence Blastocystis sp. na zakladé gPCR
byla 29 % (83/288), kdezto u cPCR pouze 24 % (71/288) (Lhotska et al., 2020). Rozdily mezi
ob&ma metodami byly statisticky vyznamné (p < 0,05; x2 = 8,26).

Konven¢ni PCR je sice bézné vyuzivanou metodou pro detekci Blastocystis sp.,
nicméné z divodu niZsi citlivosti nemusi spolehlivé zachytit nizké intenzity kolonizace.
Ve vSech 12 vzorcich, které byly odhaleny navic pomoci qPCR, se intenzita kolonizace
Blastocystis sp., pohybovala v hodnotach fada od 10! do 102 bun&k na jednu qPCR reakci.
Na zakladé€ téchto vysledki Ize fici, Ze nas diagnosticky qPCR protokol umoziiuje detekovat
i velmi slabé intenzity kolonizace, a to az do fadovych hodnot 10* bunék v jedné qgPCR reakci.

Ackoliv qPCR prokazala vyssi citlivost ve srovnani s CPCR, dva vzorky byly
identifikovany jako faleSn¢ negativni (tzn. Ze qPCR je oznacila jako negativni, kdezto cCPCR
jako pozitivni). Pozitivita téchto vzorkl byla potvrzena i na zéklad¢ Sangerova sekvenovani,
které u téchto dvou vzorkli potvrdilo ptfitomnost subtypi ST3 a STS8. Jelikoz jsme
U negativnich vzorkd provedli test vnitini inhibice a vyloucili jakékoli piisobeni PCR
inhibitori, domnivame se, ze divodem faleSné negativity by mohla byt degradace DNA

ve vzorcich. K tomu muZe ¢asto dochazet v disledku dlouhodobého uchovavani vzorku.
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Tyto vzorky DNA byly znovu otestovany pomoci cPCR a zviditelnény elektroforézou.

Jeden vzorek se zdal byt negativni a druhy (ST8) vykazoval velmi slaby amplikon.

Intenzita kolonizace Blastocystis sp. u pozitivnich jedinci

Velkou vyhodou qPCR je, ze na rozdil od cPCR umoziuje kvantifikovat mnozstvi DNA
pfitomné v analyzovaném vzorku. Informace o intenzit¢ kolonizace je klicova pro pochopeni
role tohoto prvoka ve stfevnim ekosystému a pii porovnavani intenzit kolonizaci mezi
IBD/IBS pacienty a zdravymi jedinci (Verweij a Stensvold, 2014). V této praci jsme sestavili
kvantifikaéni kiivku v fadovém rozmezi 10° az 10° bunék na jednu qPCR reakci. Na zakladg
Ct hodnot a jejich srovnani s kvantifika¢ni kiivkou jsme vyhodnotili intenzitu kolonizace
ve vSech pozitivné testovanych vzorcich. U vice nez poloviny vzorkt (52/83) byla
zaznamenana vysoka intenzita kolonizace, ktera odpovidala fadovému rozmezi 10°-10° bunék
na jednu qPCR reakci. Rozsah Ct hodnot se pohyboval mezi 15. az 20. cyklem amplifikace.
Poirier et al. (2011) publikoval qPCR protokol, ktery umoziuje detekci 102 bunék na 1 g
stolice. Na§ diagnosticky qPCR protokol dokaze identifikovat i niz$i intenzity kolonizace,
ato az do hodnot ¥adii 10* bun&k na jednu qPCR reakci. Nizka intenzita kolonizace byla
zjisténa u 18 vzorktl a pohybovala se v fadovych hodnotach 10*-102 bun&k na jednu gPCR
reakci s rozsahem Ct hodnot od 28. do 32. cyklu amplifikace.

Diverzita subtypu Blastocystis sp. na zakladé ,,Next-generation* sekvenovani

Rod Blastocystis sp. vykazuje Sirokou genetickou diverzitu, protoZe u savcu (véetné ¢loveka)
a ptakt bylo dosud objeveno celkem 22 subtypu (Stensvold a Clark, 2020). Identifikace
jednotlivych subtypi predstavuje dilezitou roli zejména v epidemiologickych studiich
zamétenych na detekci Blastocystis sp. u lidi (El Safadi et al., 2016; Lhotska et al., 2020;
Gabrielli et al., 2020; Popruk et al., 2021). Rtazné subtypy blastocyst se mohou vyskytovat
u fady hostitelli a pravdépodobné se 1i$i 1 geografickou distribuci. Proto by vyzkumy zamétené
na diverzitu subtypti blastocyst mohly pomoci odhalit cesty pfenosu a potencialni zdroje
specifickych subtypt v dané oblasti (Skotarczak, 2018; Scanlan, 2012).

Real-time PCR nam neumoziuje urcit jednotlivé subtypy Blastocystis sp. ani jejich
smésné kolonizace. Z tohoto diivodu byly veskeré qPCR-pozitivni vzorky (83) analyzovany
na Pediatrick¢ klinice 2. LF UK pomoci NGS (prof. MUDr. Ondiej Cinek Ph.D.).
Identifikované subtypy jsme nasledné porovnali s vysledky Sangerova sekvenovani Lhotské
etal. (2020). V nasem piipadé jsme neprokazali zadny rozdil mezi sekvencénimi piistupy

a diverzita subtypt na zakladé NGS zcela korelovala s vysledky ze Sangerova sekvenovani.
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NGS a Sangerovo sekvenovani porovnavala také studie Maloney et al. (2019). Stejné jako
V nasi praci nebyl prokazan zadny rozdil mezi dvéma sekvencnimi pfistupy. Ve 12 vzorcich,
které byly odhaleny navic na zédklad¢ qPCR, identifikovala NGS analyza subtypy pouze V péti
ptipadech. To bylo pravdépodobné zpuisobeno nizkou intenzitou kolonizace Blastocystis sp.,
kterd se pohybovala v fadovém rozmezi 10*-10% bunék na jednu gPCR reakci. Jednalo se
0 subtypy ST2, STS, 2xST3 a ST4. Ve zbyvajicich sedmi vzorcich byla ovéfena pfitomnost
blastocyst na zakladé Sangerova sekvenovani ptimo z qPCR amplikont (118 bp), ovSem

nebyly ziskany informace o jednotlivych subtypech Blastocystis sp.

Smésné kolonizace subtypi
Epidemiologické studie uvadéji, ze v lidské populaci ptevladd kolonizace pouze jednim
subtypem Blastocystis sp. (Forsell et al., 2017; Scanlan et al., 2016; Lhotska et al., 2020).
V posledni dobé se vSak ukazuje, ze vyskyt smésnych kolonizaci subtypll je ve zdravé
populaci mnohem castéjsi, nez se diive predpokladalo (Scanlan et al., 2015). Smésné
kolonizace subtypii byly pozorovany v 1,1 % az 14,3 % ptipadd, s primérem okolo 6 % (Tan,
2008; Alfellani et al., 2013b). Vétsina studii vyuziva pro uréeni diverzity subtypt Blastocystis
sp. v hostitelich Sangerovo sekvenovani (Haghighi et al., 2020; Lhotska et al., 2020; Mattiuci
et al., 2016). Nicmén¢ velkym nedostatkem tohoto pfistupu je pravé identifikace smésnych
kolonizaci subtypt v jednom hostiteli. Z divodu ptednostni PCR amplifikace ptevladajicich
subtyptl ve vzorku nemusi byt smésné kolonizace subtypt vzdy identifikovany (Maloney
etal., 2019).

Autofi studie Scanlan et al. (2015) na zakladé Sangerova sekvenovani nezjistili u vzorka
S pozitivnim nalezem Blastocystis sp. zadny ptipad smésné kolonizace. OvSem pfi pouziti
nested PCR se ukazalo, ze 22 % (11/50) vzorkd obsahovalo vice nez jeden subtyp Blastocystis
sp. Vysoky pocet smésnych kolonizaci subtypt byl zaznamenan také ve studii Piubelli et al.
(2019), a to 36 % (80/221).

V soucasné dobé se pro urceni diverzity subtypti Blastocystis sp. zacala vyuzivat také

NGS analyza, ktera mnohem piesnéji identifikuje smésné kolonizace subtypt (Rojas-
Velazquez et al., 2019; Maloney et al., 2019; Cinek et al., 2021). Totéz bylo potvrzeno i v nasi
praci, kde jsme diverzitu subtypt zjiSténou na zakladé NGS porovnavali s vysledky
ze Sangerova sekvenovani. NGS analyza prokdzala mnohem lepsi vysledky v detekci
smésnych kolonizaci subtypl neZ kombinace metod jako je CPCR a Sangerovo sekvenovani
(Lhotska et al., 2020). Zatimco ve studii Lhotska et al. (2020) byl odhalen jediny ptipad
smésné kolonizace (ST1+ST3), pomoci NGS piistupu bylo diagnostikovano pét novych
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smésnych kolonizaci. Autofi jiné studie Rojas-Velazquez et al. (2019) na zakladé NGS
identifikovali u asymptomatickych lidi smésné kolonizace subtypi u 14 % (17/124)
pozitivnich vzorku. Ve studii byly zaznamenany jak kombinace dvou (ST1+ST3, ST2+ST3),
tak 1 tii subtypti (STI1+ST2+ST3). Prevladala zejména kombinace subtypt STI+ST3
(9/17, 53 %), dale byly detekovany ST2+ST3 (5/17, 29 %) a ST1+ST2+ST3 (3/17, 18 %).
Subtyp ST3 byl pozorovan ve vSech smésnych kolonizacich. V na$i praci jsme pozorovali
pouze smésné kolonizace dvou subtypti, konkrétné¢ ST1+ST7, ST3+ST1, ST3+ST2 (2x)
a ST7+ST3. Subtyp ST3 byl podobn¢ jako ve studii Rojas-Velazquez et al. (2019) detekovan
ve vétsing smésnych kolonizaci.

To, ze NGS umoziuje piesnéjsi identifikaci smésnych kolonizaci subtypt Blastocystis
sp., bylo prokazano také ve studii Maloney et al. (2019). Pomoci NGS bylo identifikovano
65 % (49/75) smésnych kolonizaci, kdezto na zakladé Sangerova sekvenovani pouze 4 %
(3/75). Zastoupeny byly kombinace dvou a vice subtypt. Metoda NGS odhalila az osm
subtypt v jednom vzorku, pfi¢emz nejcastéj$i smésnou kolonizaci byla kombinace subtypi
ST5+ST3. My jsme v nasi praci takovou smésnou kolonizaci nezachytili, nicméné nase prace

byla zamé&fena na diverzitu subtypt Blastocystis sp. u lidi, kdezto ve studii Maloney et al.

(2019) byla pozorovana diverzita subtypu u zvitecich hostitell, konkrétné u skotu.
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6 Zavér

V této diplomové praci se nam podariilo zavést a optimalizovat qPCR protokol pro diagnostiku
sttevniho prvoka Blastocystis sp. Pomoci tohoto qPCR protokolu byl otestovan soubor
288 vzorkd DNA od zdravych lidi a zjisténa prevalence Blastocystis sp.

Jednim z hlavnich cili této prace bylo porovnani citlivosti qPCR diagnostiky
s vysledky cPCR ziskanymi v ptedchozi epidemiologické studii Lhotska et al. (2020).
Celkova prevalence Blastocystis sp. na zakladé qPCR byla 29 % (83/288), zatimco
ukonvenéni PCR pouze 24 % (71/288). Ve srovnani s CPCR detekovala gPCR
0 12 pozitivnich vzorkl vice. Rozdily mezi obéma metodami byly statisticky vyznamné.
Na zakladé téchto vysledki jsme prokazali, ze qPCR je citlivgjsi metoda pro detekci
Blastocystis sp.

S pouzitim kvantifika¢ni k¥ivky nastavené v rozsahu ¥add 10° az 10° bunék na jednu
gPCR reakci byla vyhodnocena intenzita kolonizace ve v§ech pozitivné testovanych vzorcich.
U 52 analyzovanych vzorkli byla zaznamenana vysoka intenzita kolonizace v fadovém
rozmezi 10°-10° bunék na jednu qPCR reakci. Zaroven jsme prokazali, ze qPCR dokaze
odhalit i velmi slabé intenzity kolonizace, které nemusi byt spolehlivé detekované pii pouziti
CPCR. Nizka intenzita kolonizace byla zjiSténa u 18 vzorkd a pohybovala se v fadovych
hodnotach 10*-10% bun&k na jednu gPCR reakci. Nejméné byly zastoupeny kolonizace
v fadovych hodnotach 10%-10* bunék na jednu gPCR reakci, a to u 13 vzorka.

Dale byla posuzovana diverzita subtypu na zakladé NGS a Sangerova sekvenovani.
Mezi sekvencnimi piistupy jsme nezjistili zadny rozdil. Diverzita subtypd na zakladé NGS
se zcela shodovala s vysledky ze Sangerova sekvenovani. NGS vSak mnohem piesnéji
identifikovala smésné kolonizace subtypt Blastocystis sp. ve vzorku. Na zakladé NGS bylo
zjisténo pét novych ptipadt smésnych kolonizaci, konkrétné ST1+ST7, ST3+ST1, ST3+ST2
(2x)a ST7+ST3.

Kombinace dvou molekuldrnich piistupi qPCR a NGS by mohla byt pifinosna

pro budouci epidemiologické studie Blastocystis sp.
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