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1 Úvod 

Blastocystis sp. je anaerobní prvok kolonizující střevní trakt člověka a mnoha druhů zvířat 

(Alfellani et al., 2013a; Clark et al., 2013). Fylogenetický je řazen do heterogenní skupiny 

Stramenopiles (Silberman et al., 1996). V současné době je považován za jednoho 

z nejběžnějších střevních prvoků člověka a celosvětově se vyskytuje u více než 1 miliardy lidí 

(Andersen a Stensvold, 2016). Ačkoliv by l popsán před více než 100 lety (Alexeieff 1911), 

jeho v l iv na lidské zdraví a role ve střevním mikrobiomu zůstává stále ještě nevyjasněná 

a kontroverzní (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015). Dříve byl pokládán za patogenní 

organismus způsobující gastrointestinální onemocnění (Poirier et al., 2012; E l Safadi et al., 

2013; Petersen et al., 2013; Nourrisson et al., 2014). V současné době se však mnozí odborníci 

přiklánějí spíše k názoru, že se jedná o komenzála, který je nedílnou složkou vyváženého 

střevního mikrobiomu a je také spojován s vyšší bakteriální diverzitou (Andersen et al., 2015; 

Audebert et al., 2016; Nieves-Ramirez et al., 2018). 

1.1 Ž i v o t n í cyklus 

V životním cyklu Blastocystis sp. byla popsána čtyři základní morfologická stádia, konkrétně 

vakuolární, granulami, améboidní a cysta (Zierdt et al., 1967; Stenzel a Boreham, 1991). 

Experimentální studie u potkanů prokázaly, že přenos je zprostředkován stádiem cysty 

(Yoshikawa et al., 2004a; Clark et al., 2013). Cysty mohou být dvojího druhu. Tenkostenné 

cysty se podílejí na autoinfekci ve střevním traktu člověka i zvířat. Naopak silnostěnné cysty 

umožňují přenos blastocyst ve vnějším prostředí (Singh et al., 1995). 

Přenos Blastocystis sp. mezi jedinci probíhá fekálně-orální cestou. Cesty přenosu 

mohou být buď přímé (tj. mezi jedinci kontaktem) nebo nepřímé (např. požitím 

kontaminované vody nebo potravin) (Yoshikawa et al., 2004a; Anuar et al., 2013). Zvažována 

je také možnost zoonotického přenosu (Parkar et al., 2007; Abe et al., 2003a; Wang et al., 

2014; Greige et a l , 2018; Cian et a l , 2017). 

Po konzumaci kontaminované potravy postupují cysty trávicím traktem až do tlustého 

střeva, kde dochází k excystaci a uvolnění vakuolární formy do střevního prostředí. 

Vakuolární formy se posléze množí pomocí binárního dělení a mohou se případně 

transformovat na améboidní nebo granulami stádium. Podrobnosti ohledně jejich vývoje však 

nebyly prokazatelně stanoveny. V tlustém střevě dochází také k encystaci a nově vzniklé cysty 

jsou exkrementy vyloučeny do vnějšího prostředí, kde jsou schopny dalšího přenosu 

(Moe et al., 1997; Tan, 2008). Životní cyklus znázorňuje obrázek (Obr. 1). 
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Obr. 1: Zivotni cyklus Blastocystis sp. (pfevzato z https://www.cdc.gov/parasites/blastocystis/biology.html). 

•Various forms that may occasionally be seen in human stool samples and in culture. 
Their biological significance is not well understood. 
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1.2 V ý s k y t a prevalence 

Blastocystis sp. je rozšířen po celém světě a odhaduje se, že se vyskytuje u více než jedné 

miliardy lidí (Andersen a Stensvold, 2016). Celková prevalence může být ovlivněna různými 

faktory, jako je imunitní systém hostitele, věk, stravovací návyky, druh diagnostické metody, 

geografická poloha a podobně (Tab. 1) (Clark et al., 2013; Popruk et al., 2021). Právě 

diagnostická metoda je jeden z hlavních faktorů, který může ovlivnit zjištěnou prevalenci 

Blastocystis sp. v souboru vzorků (Clark et al., 2013). Obecne jšou molekulární diagnostické 

přístupy více senzitivní než mikroskopie nebo kultivace (Lhotská et al., 2020; Stensvold et al., 

2007a; Roberts et al., 2011) a kombinace těchto metod může poskytnout přesnější výsledky. 

Například ve studii E l Safadi et al. (2014) provedené v Senegalu byla pomocí kombinace 

molekulárních metod konvenční P C R a real-time P C R zjištěna nejvyšší prevalence vůbec, 

a to 100 % (93/93). 

V rozvojových zemích je pozorována mnohem vyšší prevalence než ve vyspělých 

zemích a dosahuje v některých případech až 100 % (El Safadi et al., 2014; Osman et al., 2016; 

Poulsen et al., 2016). Například studie v severovýchodní Argentině se zaměřovala na výskyt 

střevních prvoků v domorodých komunitách. Blastocystis sp. byla s využitím molekulární 

diagnostiky konvenční P C R detekována u 57 % obyvatel (125/218) (Candela et al., 2021). 

K vyšší prevalenci zde přispívají zejména nízké hygienické standardy, kontakt se zvířaty 

a konzumace kontaminované vody či potravy (Tan, 2008; Leelayoova et al., 2008). Vysoká 

prevalence na základě konvenčního P C R byla zaznamenána také u asymptomatických dětí 

v Nigérii, kde dosahovala 84 % (167/199) (Poulsen et al., 2016). V Egyptě u dětí s akutními 

průjmy byly vzorky vyšetřeny mikroskopicky a celková prevalence činila 54 % (67/125) 

(Hamdy et al., 2020). Prevalence Blastocystis sp. byla sledována také v různých oblastech 

Íránu. U asymptomatických jedinců bylo na základě konvenčního P C R odhaleno 71 % 

pozitivních vzorků (60/194) (Mardani Kataki et al., 2019). Autoři j iných studií v Íránu 

vyšetřovali vzorky pouze mikroskopicky a zjistili tak velmi nízkou prevalenci 5 % (39/802) 

a 17 % (21/122), což bylo způsobeno nízkou senzitivitou použité metody pro diagnostiku 

blastocyst (Haghighi et al., 2020; Khademvatan et al., 2017). 

Z hlediska závislosti na geografické oblasti byla nejvyšší prevalence zaznamenána 

v Austrálii a Oceánii (52 %) (Tab. 1), nicméně zde bylo provedeno pouze několik studií, z toho 

se dvě z nich zabývaly prevalencí Blastocystis sp. u chovatelů prasat a ošetřovatelů zvířat 

v zoologických zahradách (Parkar et al., 2010; Wang et al., 2014; Popruk et al., 2021). 

V rozvinutých zemích dosahuje prevalence Blastocystis sp. 7-50 % (Scanlan et al., 2014; 

E l Safadi et al., 2016; Seyer et al., 2017; Lhotská et al., 2020). V některých studiích se výskyt 
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blastocyst často spojuje s informacemi o cestování do tropických a subtropických oblastí. 

Z toho lze usuzovat, že i cestování je důležitý faktor, který může mít vl iv na kolonizaci 

blastocyst (Bart et al., 2013; E l Safadi et al., 2016; van Hattem et al., 2019; Lhotská et al., 

2020). 

Z pohledu použití různých diagnostických přístupů byly zjištěny rozdílné prevalence 

ve stejné oblasti. Například v Brazílii byla u asymptomatických jedinců zjištěna prevalence 

blastocyst s použitím mikroskopické metody pouze u 28 % případů (216/766) (Seguí et al., 

2018), zatímco s využitím konvenčního P C R byla odhalena prevalence vyšší, a to 42 % 

(76/181) (Oliveira-Arbex et a l , 2018). 

V Evropě se prevalence Blastocystis sp. pohybuje okolo 34 % (Popruk et al., 2021) 

(Tab. 1). V e Španělsku byla k detekci Blastocystis sp. použita mikroskopická diagnostika, 

pomocí které bylo odhaleno 17 % pozitivních vzorků (724/4174) (Hidalgo et al., 2019). 

V Belgi i byla pomocí konvenční P C R ve zdravé populaci zjištěna prevalence 30 % (186/616) 

(Tito et al., 2019). Autoři další studie provedené u asymptomatických lidí v Irsku odhalili 

s využitím konvenční P C R prevalenci 56 % (59/105) (Scanlan et al., 2014). V e Francii byly 

provedeny dvě studie, přičemž v obou byla pro detekci Blastocystis sp. zvolena molekulární 

diagnostika real-time P C R . Výsledné prevalence byly dost podobné, a to 14 % (27/186) 

(Poirier et al., 2011) a 18 % (143/788) (El Safadi et al., 2016). 

V České republice byly provedeny pouze dvě studie. První z nich se zabývala 

prevalencí a diverzitou subtypů Blastocystis sp. v souboru zdravých dobrovolníků a pomocí 

dvou diagnostických přístupů konvenční P C R a xenické in vitro kultivace detekovala 

prevalenci 24 % (71/288) (Lhotská et al., 2020). Druhá studie porovnávala prevalenci 

a souvislost mezi Blastocystis sp. a bakteriomem u dětí ve věkové kategorii 8-14 let, které 

pocházely z šesti různých zemí. K detekci byla použita metoda real-time P C R a výsledná 

prevalence byla 36 % (88/244) (Činek et al., 2021). 

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

Geografická oblast Prevalence % 

Afrika 41 % 

Amerika 4 4 % 

Austrálie a Oceánie 5 2 % 

Evropa 3 4 % 

Asie 2 2 % 
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1.3 G e n e t i c k á diverzita 

Blastocystis sp. byl poprvé popsán na počátku 20. století (Alexeieff, 1911). Druhové jméno 

tohoto prvoka se vztahovalo k hostiteli, ze kterého byl izolován (např. Blastocystis hominis 

u lidí či Blastocystis ratti u krys) (Noél et al., 2005). Až později bylo zjištěno, že rod 

Blastocystis vykazuje značnou genetickou diverzitu a že se může vyskytovat i u řady dalších 

hostitelů, např. savců, ptáků, obojživelníků, ryb, plazů a v menší míře i u hmyzu (Clark et al., 

2013; Stensvold a Clark, 2020). N a základě fylogenetických studií bylo navrženo jednotné 

označení Blastocystis sp. (Stensvold et al., 2007b). Zároveň se zjistilo, že hostitelská 

specificita koreluje se sekvenční variabilitou genu malé ribozomální podjednotky 

(SSU r D N A ) . N a základě těchto variant je rod Blastocystis klasifikován do velkého počtu 

subtypů (ST) (Noél et al., 2005). V rámci každého subtypu lze navíc pozorovat různé varianty 

alel, tzv. intra-subtypovou variabilitu (Stensvold et al., 2012a; Lhotská et al., 2020; 

Alinaghizade et al., 2017). 

U savců (včetně člověka) a ptáků bylo dosud identifikováno celkem 22 subtypů 

(ST1-17, ST21 a ST23-26) (Stensvold a Clark, 2020) a dá se očekávat, že budou v budoucnu 

popsány další subtypy (Jiménez et al., 2019; Maloney et al., 2019; Stensvold a Clark, 2020). 

Předpoklad pro zavedení nového subtypu je odlišnost jeho sekvence S S U r D N A ve 4 % nebo 

více od j iž existujících subtypů. Subtypy ST18-ST20 a ST22 byly z klasifikace vyňaty 

z důvodu, že se ve skutečnosti jedná o tzv. molekulární chiméry (Stensvold a Clark, 2020). 

Tyto chiméry vznikají v důsledku dvou odlišných subtypů přítomných ve střevě hostitele 

a jeho vzorku a následně vlivem neúplné amplifikace D N A při molekulární P C R diagnostice. 

V průběhu P C R cyklu a fáze denaturace vzniká jedno-vláknový řetězec D N A , který se v další 

fázi může připojit k j inému jedno-vláknovému řetězci, avšak z odlišného subtypu. Výsledkem 

tohoto procesuje pak P C R produkt, který kombinuje sekvence ze dvou různých subtypů. 

1.3.1 Diverzita subtypů Blastocystis sp. u člověka 

U lidí rozeznáváme zatím celkem deset subtypů (ST1-ST9 a ST12). Nej častějším nálezem (až 

v 95 %) jsou subtypy ST1-ST4, naopak subtypy ST5-ST9 a ST12 jsou v epidemiologických 

studiích zastoupeny výrazně méně (Alfellani et al., 2013a; Ramírez et al., 2016, 2017). Tyto 

subtypy (ST5-ST9 a ST12) byly primárně detekovány u domestikovaných i volně žijících 

zvířat (Alfellani et al., 2013a), a proto autoři různých epidemiologických studií předpokládají, 

že tyto u člověka méně časté subtypy by mohly být zoonotického původu (Yan et al., 2007; 

Greige et al., 2018; Pintong et al., 2018). Například subtyp ST5 je častý u kopytníku, 
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ST6 a ST7 u ptáků a ST8 u nehumánních primátů. Dokladem možného zoonotického přenosu 

mohou být studie ze zoologických zahrad v Austrálii a Velké Británii, kde byl zaznamenán 

subtyp ST8 u nehumánních primátů a jejich ošetřovatelů (Parkar et al., 2010; Stensvold et al., 

2009). Podobně také subtyp ST5, typický pro prasata, který byl detekován u chovatelů prasat 

v Austrálii (Wang et al., 2014). Výjimkou se zdá být subtyp ST9, který dosud nebyl nalezen, 

kromě člověka, v žádném j iném hostiteli (Stensvold a Clark, 2016a). 

1.3.2 Geografická distribuce subtypů 

Distribuce subtypů je odlišná napříč kontinenty a také státy (Obr. 2). Například v Evropě jsou 

nejčastěji detekovány subtypy ST1-ST4 (Forsell et al., 2012; Bart et al., 2013; Scanlan et al., 

2014; E l Safadi et al., 2016; Mattiuci et al., 2016). V České republice ve studii Lhotská et al. 

(2020) byl nejčastějším subtypem ST3, poté následoval subtyp STÍ , ST2 a ST4. Detekovány 

byly také méně časté subtypy spojované se zoonotickým původem, konkrétně ST5-ST8. 

Podobná diverzita subtypů byla pozorována také v Polsku ve studii Rudziňska et al. (2019), 

nicméně subtyp ST4 zde nebyl vůbec detekován. Oproti tomu v Itálii byl subtyp ST4 druhým 

nejpočetnějším po subtypů ST3 (Mattiuci et al., 2016). 

Zatímco subtyp ST4 je běžný v Evropě, v oblasti Jižní Ameriky, Středního východu 

a Severní Afriky je jeho výskyt vzácný (Alfellani et al., 2013b; Ramírez et al., 2016; Jiménez 

et al., 2019; Clark et al., 2013). V Severní a Jižní Americe byla sledována diverzita subtypů 

v devíti různých zemích, konkrétně v U S A , Mexiku , Kolumbii , Brazílii, Ekvádoru, Peru, 

Bolívii, Argentině a Chile. V e všech zemích zcela převažovaly subtypy STÍ a ST2. 

Poté následoval subtyp ST3 (Jiménez et al., 2019). 

V Africe je častý výskyt subtypů ST1-ST3 (Souppart et al., 2010; E l Safadi et al., 

2014; Forsell et al., 2016; Abda et a l , 2017; Dacal et al., 2018). Například v Tanzánii aNigéri i 

byl nejčastějším subtypem STÍ , ST2 a poté ST3 (Forsell et al., 2016; Poulsen et al., 2016). 

Výjimkou jsou studie El-Badry et al. (2018) a E l Deeb a Khodeer (2013) z Egypta, kde nebyl 

zjištěn subtyp ST2. 

V asijské oblasti převládá subtyp ST3 (L i et al., 2007; Das et al., 2016; Nithyamathi et al., 

2016; Gong et al., 2019; Q i et al., 2020). V Malajsii a naFil ipínách byl navíc detekován subtyp 

ST4 (Belleza et al., 2016; Nithyamathi et a l , 2016; Noradilah et a l , 2017). V Thajsku byly 

zastoupeny též méně časté subtypy ST6 a ST7 (Jantermtor et al., 2013; Yowang et al., 2018). 
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Obr. 2: Diverzita subtypů Blastocystis sp. dle geografické oblasti (Alfellani et al., 2013b). 

1.3.3 Směsné kolonizace subtypů Blastocystis sp. 

V epidemiologických studiích se nejčastěji setkáváme s identifikací jednoho subtypů 

v hostiteli. Nicméně byl zaznamenán i výskyt více subtypů blastocyst v jednom hostiteli. 

Ty jsou nazývány jako „směsné kolonizace subtypů" (Ramírez et al., 2017). Výskyt takových 

směsných kolonizací se celosvětově pohybuje v průměru okolo 6 % (Alfellani et al., 2013b). 

Například v Evropě bylo v rámci pěti studií identifikováno 97 případů směsných 

kolonizací (Piubelli et al., 2019; Scanlan et al., 2015; E l Safadi et al., 2016; Rudziňska et al., 

2019; van Hattem et al., 2019). Z toho velmi vysoká frekvence směsných kolonizací byla 

zaznamenána v italské studii Piubelli et al. (2019), a to 36 % (80/221). V e studii byl i zahrnuti 

lidé pocházející z různých kontinentů, konkrétně z Afriky, Jižní Ameriky, Asie a Evropy 

(především Italové). Nejvíce byly zastoupeny směsné kolonizace subtypů STÍ a ST3, a to 

téměř ve všech analyzovaných geografických oblastech. V menší míře byla pozorována 

kolonizace tří subtypů, a to kombinace ST1+ST2+ST3 a ST1+ST3+ST4. 

Směsné kolonizace subtypů jsou v molekulárních studiích často přehlíženy a jejich 

výskyt je pravděpodobně daleko častější než se předpokládalo (Scanlan et al., 2015). Obecně 

se má za to, že přesná diagnostika směsných kolonizací je obtížná kvůli omezení používaných 

metod, které přednostně amplifikují převládající subtypy přítomné ve vzorku (Maloney et al., 

2019). 
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1.4 K l i n i c k ý v ý z n a m Blastocystis sp. 

V l i v střevního prvoka Blastocystis sp. na zdraví člověka je stále velmi diskutované téma 

a zatím na něj neexistuje jednoznačná odpověď (Andersen a Stensvold, 2016). Důvodem 

je především fakt, že se tento prvok vyskytuje jak u zdravých lidí (tj. bez střevních potíží), 

tak i u pacientů s nespecifickými gastrointestinálními symptomy (Scanlan a Stensvold, 2013; 

Wawrzyniak et al., 2013; Roberts et al., 2014; Andersen a Stensvold, 2016; Stensvold a van 

derGiezen, 2018). 

V případě klinické manifestace přítomnosti blastocysty se v minulosti za hlavní příznaky 

považovaly průjem, bolest břicha, nadýmání nebo nevolnost (Roberts et al., 2014; Tan, 2008). 

Kromě toho byly také popsány některé kožní poruchy jako například kopřivka (Hameed et al., 

2011; Casero et al., 2015). Dříve byl prvok Blastocystis sp. označován výhradně jako 

patogenní organismus a předpokládalo se, že přispívá k rozvoji zánětlivého onemocnění střev 

(Inflammatory Bowel Disease - IBD) (Dogruman-Al et al., 2009) a syndromu dráždivého 

tračníku (Inflammatory Bowel Syndrome - IBS) (Poirier et al., 2012; Rostami et al., 2017). 

Definitivní příčinná souvislost mezi uvedeným onemocněním a tímto prvokem však nebyla 

dosud zjištěna a jeho patogenní působení zůstává předmětem diskuzí (Yakoob et al., 2010; 

Poirier et al., 2012; Lukeš et al., 2015; Khademvatan et al., 2017; Jiménez et al., 2019). 

Potenciální patogenní mechanismus prvoka Blastocystis sp. pravděpodobně spočívá 

v poškození střevních epiteliálních buněk nebo degradaci proteinů tigh junctions (okludinu 

a Z O l ) (Puthia et al., 2006; Mi rza et al., 2012). Následkem těchto procesů se může zvýšit 

permeabilita střeva (Dagci et al., 2002). Kolonizace střeva blastocystami je také spojena 

s imunitní odpovědí hostitele. B y l a zaznamenána indukce některých cytokinů IL-8, G M - C S F , 

I L - i p , IL-6 a faktor nádorové nekrózy (TNF-a) (Long et al., 2001; L i m et al., 2014). 

Autoři několika studií se navíc domnívají, že by mohla existovat určitá asociace mezi 

některými subtypy blastocyst a klinickým projevem gastrointestinálních příznaků u člověka, 

tzn. že by některé subtypy měly patogenní působení na hostitelský organismus. Jako takový 

příklad může sloužit subtyp ST7, který je s patogenními projevy spojován (Mirza et al., 2011; 

W u et al., 2014; Ajjampur et al., 2016; Yason et al., 2019). Genomová analýza odhalila, 

že kóduje faktory virulence jako jsou hydrolázy nebo cysteinové proteázy, které narušují 

epiteliální buňky střeva (Denoeud et al., 2011). Nicméně většina dalších studií neprokázala 

žádnou souvislost ostatních subtypů s gastrointestinálním onemocněním (Ramírez et al., 2016; 

Alinaghizade et al., 2017; Dogan et al., 2017; Mardani Kataki et al., 2019; Rudziňska et al., 

2019). V posledních letech se naopak ukazuje, že je prvok Blastocystis sp. detekován daleko 

častěji u zdravých jedinců (tj. bez střevních potíží) než u pacientů se zánětlivým onemocněním 
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střev (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015; Rossen et al., 2015; Nieves-Ramirez et al., 

2018; Stensvold a van der Giezen, 2018; Lhotská et al., 2020; Mardani Kataki et a l , 2019; 

Tito et al., 2019). Tyto výsledky podporují hypotézu, že jsou blastocysty zřejmě běžnou 

součástí gastrointestinální mikroflóry a měly by být považovány spíše za komenzála 

než patogena (Scanlan a Stensvold, 2013; Scanlan et al., 2014). 

Rozdílné názory ohledně v l ivu Blastocystis sp. na lidské zdraví jsou založeny 

především na tom, že dřívej ší studie byly prováděny u pacientů, kteří trpěli střevními příznaky, 

a proto u nich byl tento prvok detekován častěji. Některé recentní studie dokonce naznačují, 

že blastocysty mohou být indikátorem zdravého střevního traktu i celkového zdraví 

(Andersen et al., 2016; Chabé et al., 2017). Příznivé účinky prvoka Blastocystis sp. na střevo 

hostitele byly zaznamenány také ve studii naší laboratoře (Bi l ly et al., 2021). Výsledky 

ukázaly, že u potkanů s indukovanou kolitidou a dlouhodobou kolonizací subtypu ST3 došlo 

k mnohem rychlejšímu zmírnění střevního zánětu oproti kontrolní skupině. 

1.5 Blastocystis sp. ve s t ř e v n í m mikrobiomu 

Střevní mikrobiom je komplex bakterií, hub, virů a jednobuněčných eukaryot (Cani, 2018). 

M á zásadní v l iv na lidské zdraví, hraje důležitou roli v metabolismu hostitele a regulaci 

imunitního systému (Michaudel a Sokol, 2020). Homeostáza ve střevě je udržována 

prostřednictvím interakcí s těmito mikroorganismy. Porucha symbiotického vztahu mezi 

střevní mikrobiotou a hostitelem vede k dysbióze (Das a Nair, 2019), která může zásadně 

přispět k rozvoji gastrointestinálních onemocnění jako např. I B D a IBS (Glassner et al., 2020; 

Menees a Chey, 2018; Wang et a l , 2019; Aden a Reindl, 2019; Nishida et a l , 2017). 

Složení střevního mikrobiomu úzce souvisí s kolonizací střevních prvoků. V posledních 

letech je velmi intenzivně zkoumán právě vztah mezi Blastocystis sp. a střevními 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; B i l l y et al., 2021). Blastocysty jsou schopny přímo 

i nepřímo ovlivňovat svého hostitele působením na střevní mikrobiom (Deng et al., 2021). 

To znamená, že ovlivňují jak diverzitu, tak i kompozici bakteriální střevní mikroflóry 

(Bil ly et a l , 2021; Even et al., 2021; Gabrielli et a l , 2020; Krogsgaard et al., 2018; Nieves-

Ramirez et al., 2018). Vzhledem k vysoké genetické diverzitě Blastocystis sp., intra-subtypové 

variabilitě a odlišným modulačním účinkům nebylo zatím jednoznačně prokázáno, zda jsou 

tyto účinky pro hostitele prospěšné nebo škodlivé (Deng et al., 2021). Některé studie spojují 
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přítomnost prvoka Blastocystis sp. s optimální diverzitou střevního mikrobiomu, zatímco j iné 

s jeho dysbiózou a gastrointestinálními chorobami (Scanlan a Stensvold, 2013). 

1.5.1 Prospěšný vliv Blastocystis sp. na střevní mikrobiom 

Rada studií zabývající se spojením mezi Blastocystis sp. a střevním mikrobiomem prokázala 

v jeho přítomnosti vyšší diverzitu obligátně anaerobních skupin bakterií, jejichž výskyt 

je spojován se zdravým střevem (Audebert et al., 2016; Beghini et al., 2017; Forseil et al., 

2017; Nieves-Ramirez et al., 2018; Tito et a l , 2019; Castaneda et al., 2020; Defaye et al., 

2020). 

Například ve studii Andersen et al. (2015) bylo za použití metagenomického přístupu 

zjištěno, že u lidí s Blastocystis sp. dominují enterotypy Prevotella a Ruminococcus, 

všeobecně asociované se zdravím a s nízkým rizikem zánětlivých onemocnění (Loh a Blaut, 

2012). Naopak u hostitelů Blastocystis sp. je méně častý enterotyp Bacteroides, asociovaný 

s nižší diverzitou bakterií ve střevě (Costea et al., 2018), kolorektálním karcinomem (Sobhani 

et al., 2011; Ou et al., 2013), celiakií (De Palma et al., 2010) a zánětlivým onemocněním 

gastrointestinálního traktu (Le Chatelier et al., 2013). Stejný trend byl pozorován i ve studii 

Tito et al. (2019). 

Autoři studie Audebert et al. (2016) u lidí s Blastocystis sp. nalezli vyšší bakteriální 

diverzitu třídy Clostridia. Naopak čeleď Enterobacteriaceae, zahrnující gramnegativní 

bakterie typicky zjišťované u pacientů s IBD, převažovala u jedinců bez Blastocystis sp. Vztah 

mezi Blastocystis sp. a střevní bakteriální mikroflórou sledovali také autoři studie Kodio et al. 

(2019). T i zjistili, že u jedinců s Blastocystis sp. byl nárůst bakteriálních rodů 

Faecalibacterium prausnitzii a Roseburia. Tyto rody se podílejí na produkci butyrátu, který je 

jedním z nej důležitějších metabolitů zajišťujících homeostázu tlustého střeva a hlavní zdroj 

energie pro jeho epiteliální buňky (Tan et al., 2014). 

Deng a Tan (2022) zkoumali interakci mezi střevními bakteriemi a subtypem ST4. 

Konkrétně se jednalo o sedm druhů střevních bakterií, a to Bacteroides fragilis, 

Bifidobacterium longum, Bacillus subtilis, Bacteroides vulgatus, Escherichia coli, 

Enterococcus faecalis a Lactobacillus brevis. Tyto bakteriální druhy byly posléze in vitro 

kultivovány společně se subtypem ST4. Výsledky ukázaly, že Blastocystis ST4 má příznivý 

v l iv na většinu těchto bakterií. Výjimkou byl pouze B. vulgatus, jehož růst byl v přítomnosti 

Blastocystis ST4 výrazně inhibován. Jde o gramnegativní obligátně anaerobní bakterii, která 

může přispívat ke zhoršení kolitidy (Bloom et al., 2011). Zároveň b y l o zjištěno, že S u b t y p ST4 

hrál určitou roli v ochraně střevní epiteliální bariéry před poškozením B. vulgatus (Deng 
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aTan, 2022). V naší recentní experimentální studii jsme zjistili, že dlouhodobá kolonizace 

Blastocystis ST3 není spojena se zvýšením střevní bakteriální diverzity, ale přítomnost těchto 

prvoků může fungovat j ako „stabilizátor" střevního ekosystému a vede k rychlejšímu zotavení 

po indukci kolitidy (Bil ly et a l , 2021). 

1.5.2 Nepříznivý vliv Blastocystis sp. na střevní mikrobiom 

Autoři některých studií jsou naopak přesvědčeni, že přítomnost Blastocystis sp. může mít 

nepříznivý v l iv na složení střevního mikrobiomu (Yason et al., 2019; Nourrisson et al., 2014). 

In vitro studie na myším modelu Yason et al. (2019) v souvislosti s izolátem ST7 uvádí, 

že kolonizace Blastocystis sp. může způsobovat změny v bakteriálních populacích, 

které následně vedou k nerovnováze střevní mikroflóry. V e studii je konkrétně zmiňována 

redukce bakteriálních populací Bifidobacterium a Lactobacillus. Autoři j iné studie Nourrisson 

et al. (2014) sledovali možný dopad Blastocystis sp. na bakteriální populaci u skupiny pacientů 

s IBS typu C (IBS pacienti trpící zácpou) a u kontrolní skupiny (lidé bez jakékoli 

gastrointestinální poruchy). Výsledky studie naznačují, že u pacientů s IBS-C došlo 

k významnému poklesu Bifidobacterium sp. Je zajímavé, že u kontrolní skupiny byla snížena 

populace obligátně anaerobních bakterií druhu Faecalibacterium prausnitzii. 

1.6 Diagnostika 
Pro detekci prvoka Blastocystis sp. byla vyvinuta j iž řada diagnostických přístupů 

(Skotarczak, 2018). Jedny z dříve používaných metod jsou například mikroskopické vyšetření 

nativních vzorků stolice nebo in vitro xenická kultivace (Stenzel a Boreham, 1996; Stensvold 

et al., 2007a; Tan, 2008). Obě metody však mají své nedostatky. Vzhledem k tomu, že tento 

prvok má více morfologických forem, může být jejich mikroskopické odlišení značně obtížné, 

obzvláště pak stádium cysty (Stenzel a Boreham, 1996). Přesto jsou tyto metody rozšířenou 

a v některých laboratořích stále používanou metodou (Asfaram et al., 2019; Hidalgo et al., 

2019; Hussain et al., 2019). Kultivace blastocyst je zase časově náročná a výsledky jsou 

k dispozici nejdříve za 48 až 72 hodin (Roberts et al., 2011). 

Údaje o prevalenci Blastocystis sp. mohou být mnohdy zkreslené v důsledku nižší 

senzitivity výše popsaných technik. Z tohoto důvodu došlo k širšímu používání molekulárních 

metod založených na polymerázové řetězové reakci (Abe et al., 2003a, 2003b; Yoshikawa 

et al., 2004b; Scicluna et a l , 2006; Stensvold et al., 2006; Stensvod et al., 2007a; Santín et al., 

2011; Poirier et al., 2011). 
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1.6.1 Molekulární metody 

V současné době je laboratorní diagnostika Blastocystis sp. založena převážně 

na molekulárních metodách jako je konvenční P C R (cPCR) nebo real-time P C R (qPCR). 

Nově používaným přístupem je také Next-generation sekvenování (Maloney et al., 2019; 

Rojas-Velázquez et al., 2019; Činek et al., 2021). Obecně řečeno molekulární metody patří 

mezi nej spolehlivější diagnostické přístupy pro detekci blastocyst především díky vysoké 

senzitivitě a také specifitě (Skotarczak, 2018; Roberts et al., 2011). Velkým přínosem je navíc 

možnost identifikace jednotlivých subtypů díky sekvenční analýze amplikonů (Stensvold 

et al., 2012b). 

1.6.1.1 Konvenční PCR (cPCR) 

V rámci metod založených na c P C R jsou nejčastěji využívány dva přístupy (Stensvold, 2013). 

První přístup zahrnuje STS-primery komplementární k sequence-tagged-sites (STS), což jsou 

krátké sekvence D N A specifické pro jednotlivé subtypy blastocyst (Yoshikawa et al., 2004b). 

Pro každý vzorek je třeba udělat několik samostatných P C R reakcí dle dostupných párů 

STS-primerů, přičemž v každé reakci je možné identifikovat daný subtyp. Není tedy nutné 

sekvenování P C R amplikonů. Zároveň je možné touto metodou odhalit i směsné kolonizace 

subtypů. Velkou nevýhodou STS-primerů je to, že jsou dosud cíleny pouze na prvních sedm 

subtypů, tj. ST1-ST7 (Skotarczak, 2018; Rudziňska et al., 2020). 

Druhý přístup c P C R je využíván v převážné většině epidemiologických studií 

a spočívá v amplifikaci části genu kódujícího podjednotku S S U r D N A , která je také známa 

jako barcode region. Barcode region je vysoce variabilní oblast S S U r D N A o velikosti 600 bp, 

která je amplifikována pomocí specifických primerů označovaných R D 5 a B h R D r (Scicluna 

et al., 2006).Výhodou tohoto přístupu je, že stačí provést pouze jednu amplifikační reakci 

pro každý vzorek. P C R produkt je následně osekvenován (Sangerovo sekvenování) a výsledné 

sekvence jsou otypovány do subtypů ve specifické barkódovací platformě pro Blastocystis sp. 

(http://pubmlst.org/blastocystis/) (Stensvold a Clark, 2016b). N a rozdíl od STS-metody tento 

přístup umožňuje detekci všech dosud identifikovaných a případně i nových subtypů 

Blastocystis sp. Nicméně není ideální pro detekci směsných kolonizací subtypů (Skotarczak, 

2018; Rudziňska et al., 2020). V takovém případě je potřeba jej doplnit metodou Honování 

(Lhotská et al., 2020). 
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1.6.1.2 Real-time PCR (qPCR) 

N a rozdíl od c P C R monitoruje real-time (qPCR) nárůst množství amplikonu v reálném čase 

(Klein, 2002). Jednoduchou analýzou Ct hodnot (threshold cycle) lze navíc kvantifikovat 

množství D N A přítomné v analyzovaném vzorku. Hodnota Ct odkazuje na konkrétní 

amplifikační cyklus, při kterém úroveň fluorescenčního signálu převyšuje fluorescenci pozadí 

a přímo tedy koreluje s množstvím D N A ve vzorku. Čím je Ct hodnota nižší, tím větší 

množství templátové D N A j e pří tomno v reakci a naopak. Tyto údaje jsou přínosné především 

v epidemiologických studiích, protože by mohly přispět k objasnění role Blastocystis sp. 

ve střevním ekosystému při porovnání intenzit kolonizací mezi IBD/IBS pacienty a zdravými 

jedinci (Verweij a Stensvold, 2014). 

Úplně první q P C R protokol pro Blastocystis sp. byl uveden v roce 2008, nicméně měl 

určité nedostatky. Například pomocí tohoto protokolu byla umožněna amplifikace D N A 

blastocyst pouze subtypů STÍ , ST3 a ST4 (Jones et al., 2008). Z tohoto důvodu byly posléze 

vyvinuty další dva q P C R protokoly. 

Druhý q P C R protokol využívá systém SYBR Green a popsal ho ve své studii Poirier 

et al. (2011). Tento protokol je specifický pro rod Blastocystis sp. a cílí na gen malé 

ribozomální podjednotky (SSU r R N A ) . Nevýhodou tohoto protokoluje dlouhý P C R amplikon 

(339 bp), který může snižovat citlivost testu. Zároveň má i nižší specifitu, tj. 95 %. 

Další q P C R protokol, který využívá systém TaqMan sondy, byl optimalizován 

ve studii Stensvold et al. (2012b). Tento protokol zavádí specifické primery F W D F5 a R F2, 

které amplifikují krátký fragment S S U r D N A o velikosti 118 bp. Vizualizace fragmentů 

je umožněna díky oligonukleotidové hydrolyzační TaqMan sondě, která má na 5'konci 

navázanou fluorescenční molekulu a na 3'konci tzv. quencher (zhášeč). Princip fungování 

sondy je založen na exonukleázové aktivitě 5' —> 3' Taq D N A polymerázy, která štěpí TaqMan 

sondu během elongační fáze amplifikace. V tomto procesuje fluorescenční molekula oddělena 

od zhášeče. To vede k nárůstu fluorescenčního signálu, který lze měřit v každém cyklu 

amplifikace (Verweij a Stensvold, 2014). Princip TaqMan sondy znázorňuje obrázek (Obr. 3). 

Tento diagnostický protokol vykazuje 100% specificitu a vysokou senzitivitu a umožňuje 

identifikaci všech dosud identifikovaných subtypů u lidí (Stensvold et al., 2012b). 
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Obr. 3: Princip TaqMan sondy (Verweij a Stensvold, 2014). 

A. TAQMAN probes 
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1.6.1.3 Next-generation sequencing (NGS) 

Next-generation sekvenování (NGS) j e vysoce efektivní nástroj vhodný pro charakterizaci 

diverzity a kompozice mikrobiálních společenstev (Boers et al., 2019). Tato metoda generuje 

obrovské množství sekvencí z jednoho vzorku, což umožňuje rychlou a vysoce citlivou 

analýzu na úrovni populace. V současné době se N G S začala používat i pro určení diverzity 

subtypů Blastocystis sp. N a rozdíl od klasického Sangerova sekvenování dokáže daleko 

přesněji identifikovat směsné kolonizace subtypů ve vzorku. Zároveň umožňuje spolehlivě 

určit intra-subtypovou variabilitu v rámci hostitele (Maloney et al., 2019; Roj as-Velázquez 

et a l , 2019; Higuera et a l , 2021; Činek et al., 2021). 

Autoři studie Maloney et al. (2019) optimalizovali N G S protokol pro detekci směsných 

kolonizací Blastocystis sp. ve vzorcích stolice. Před samotným N G S je nutné pomocí 

molekulárních metod amplifikovat oblast genu S S U r R N A . P C R amplifikace S S U r D N A byla 

provedena s využitím primerů ILMN_Blast505_532F a ILMN_Blast998_1017R. 
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Tyto primery byly odvozeny ze studie Santín et al. (2011) a pro účely Next-generation 

sekvenování modifikovány připojením adaptorových sekvencí k 5'konci. Celý proces 

zahrnuje tři kroky - přípravu knihovny, amplifikaci a sekvenování. V prvním krokuje D N A 

naštěpena na různě dlouhé fragmenty a na jejich konce je navázána velmi krátká molekula 

D N A o přesně dané sekvenci zvaná adaptor. Umožňuje amplifikaci fragmentů knihovny 

a jejich fixaci k pevnému povrchu (Goodwin et al., 2016; Kolísko, 2017; Qin, 2019). 

Jednotlivé fragmenty jsou amplifikovány pomocí emulzní P C R nebo bridge P C R , 

čímž vznikne skupina identických molekul D N A zvaná klastr. K fragmentům D N A 

jsou přiřazovány jednotlivé nukleotidy na základě komplementarity bází, přičemž každá báze 

je označena jinou fluorescenční barvou. N a základě rozdílné fluorescence lze identifikovat 

přesnou sekvenci (Goodwin et al., 2016; Kolísko, 2017; Qin, 2019). 

Získané sekvence jsou poté analyzovány s využitím bioinformatických přístupů 

s využitím specializovaných softwarů (Boers et al., 2019; Qin, 2019). V případě Blastocystis 

sp. je identifikace založena na podobnosti s referenčními sekvencemi genu S S U r R N A 

dostupnými ve veřejných databázích, kde jsou zahrnuly všechny j iž identifikované subtypy 

(Činek et al., 2021; Higuera et a l , 2021; Maloney et a l , 2019; Rojas-Velázquez et al., 2019). 

V novějších studiích byla použita metoda založená na technologii Oxford Nanopore 

MinION. Tato metoda umožňuje generovat kompletní sekvence S S U r D N A (Maloney et al., 

2020; Maloney a Santin, 2021). 
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2 Cíle práce 

Hlavním cílem této diplomové práce bylo zavedení a optimalizace q P C R protokolu 

pro diagnostiku střevního prvoka Blastocystis sp. v souboru vzorků od zdravých lidí. Následně 

porovnat citlivost q P C R diagnostiky s výsledky konvenční P C R získanými v předchozí studii 

Lhotská et al. (2020). 

Dílčí cíle byly následující: 

• zjistit celkovou prevalenci Blastocystis sp. pomocí q P C R v souboru vzorků lidí; 

• zjistit intenzity kolonizací Blastocystis sp. u pozitivních jedinců na základě 

kvantifikační křivky s využitím qPCR; 

• zjistit diverzitu subtypů Blastocystis sp. na základě „Next-generation" sekvenování 

a následně porovnat s výsledky ze Sangerova sekvenování získanými v předchozí 

studii Lhotská et al. (2020). 

16 



3 Materiál a metodika 

Pro účely této diplomové práce byla použita D N A ze vzorku lidské stolice (n = 288) získaná 

již v předchozí epidemiologické studii zaměřené na prevalenci a diverzitu Blastocystis sp. 

v populaci zdravých jedinců v České republice (Lhotská et al., 2020). Získaná data byla 

anonymizována a zpracována dle zákona č. 101/2000 Sb. O ochraně osobních údajů a dalších 

souvisejících předpisů. Tato studie byla posouzena jako eticky přípustná a odpovídající 

rozsahu statutu Etické komise Biologického centra A V ČR v.v. i . v Českých Budějovicích 

(číslo rozhodnutí: 1/2017). 

3.1 M o l e k u l á r n í detekce 

V této práci byla pro detekci Blastocystis sp. zvolena molekulární diagnostika real-time P C R 

(qPCR). Lhotská et al. (2020) použila pro detekci Blastocystis sp. konvenční P C R (cPCR). 

Přestože je c P C R běžně používanou metodou ve většině epidemiologických studiích 

zaměřených na Blastocystis sp., nedokáže spolehlivě detekovat velmi slabé intenzity 

kolonizace. Kromě toho c P C R neposkytuje na rozdíl od q P C R kvantitativní informaci 

o intenzitě kolonizace. Z těchto důvodů jsme zavedli diagnostický q P C R protokol a následně 

porovnali výsledky obou molekulárních metod. 

3.1.1 qPCR diagnostika 

Veškeré vzorky D N A byly otestovány pomocí q P C R diagnostiky. Základ pro diagnostický 

q P C R protokol byl převzat ze studie Stensvold et al. (2012b) a následně optimalizován 

pro podmínky naší laboratoře. V našich podmínkách byla použita polymeráza Master M i x 5x 

H O T FIREPol® Probe q P C R M i x Plus R O X (Solis BioDyne, Estonsko) a modifikované 

množství primerů a TaqMan sondy na jednu q P C R reakci. 

Specifické primery Blasto F W D F5 a R F2 (Generi Biotech, Hradec Králové) jsou 

cílené na amplifikaci fragmentu malé ribozomální podjednotky (SSU r D N A ) o velikosti 

118 bp. Pro následnou vizualizaci byla použita fluoresceinem značená TaqMan sonda. Použité 

sondy a primery jsou uvedeny v tabulce (Tab. 2). 

Kromě toho byly také upraveny reakční podmínky, konkrétně počet cyklů amplifikace 

- počáteční denaturace 95 °C/10 min a 37 x (95 °C/15 s, 60 °C/30 s, 72 °C/30 s). Celkový 

objem každé q P C R reakce byl 20 ul a obsahovala 1 ul od každého primeru (lOnmol), 1 ul 

TaqMan sondy (ředěné v poměru 1:20), 4 ul Master M i x polymerázy, 8 ul M i l i Q vody a 5 ul 

extrahované D N A . Součástí každého „runu" byla vždy negativní kontrola ( D N A nahrazena 
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M i l i Q vodou) a pozitivní kontrola ( D N A z definované in vitro xenické kultury Blastocystis 

sp.). Vzorky byly otestovány s využitím přístroje LightCycler L C 480 I (Roche, Basilej, 

Švýcarsko) a 96-jamkových desek (RT-PL96-LC480). 

Tab. 2: Sondy a primery použité pro q P C R diagnostiku Blastocystis sp. (převzato ze studie 

Stensvold et al., 2012b). 

Primery a sonda Sekvence 

Blasto F W D F5 5 - G G T C C G G T G A A C A C T T T G G A T T T - 3 

Blasto R F2 5 - C C T A C G G A A A C C T T G T T A C G A C T T C A - 3 ' 

Blastocystis probe F A M - T C G T G T A A A T C T T A C C A T T T A G A G G A - M G B N F Q 

3.1.2 Optimalizace kvantifikační křivky 

Intenzita kolonizací Blastocystis sp. v pozitivních vzorcích byla posouzena pomocí 

kvantifikační křivky. Tato křivka byla definována na základě ředící řady buněk získaných 

z in vitro kultury Blastocystis sp. a nastavena v řádovém rozsahu 10° až 10 5 buněk na jednu 

q P C R reakci. Stupeň kolonizace jsme definovali následovně: Í O ^ I O 1 nízká intenzita 

kolonizace, 10 2 -10 3 střední intenzita kolonizace, 104—105 vysoká intenzita kolonizace. 

3.1.3 Kontrola vnitřní inhibice 

U některých vzorků D N A , které jsou izolované ze stolice nebo trusu, může docházet 

k inhibování polymerázové aktivity při P C R diagnostice (Stensvold et al., 2012b). Abychom 

vyloučili zkreslení získaných výsledků případným působením P C R inhibitorů, přidali jsme 

ke vzorkům s negativním výsledkem cizorodou D N A , konkrétně D N A získanou z tkáně 

experimentálních potkanů. Otestovány byly pouze vzorky, ve kterých nebyla prokázána 

přítomnost Blastocystis sp. ani žádného j iného střevního prvoka, na jejichž výzkum 

se zaměřujeme v naší laboratoři (např. Giardia intestinalis a Dientamoeba fragilis) (n = 248). 

K izolaci D N A z tkáně potkana byl použit kit (High Pure P C R Template Preparation K i t for 

Genomic D N A , Roche) a tato izolovaná D N A byla posléze naředěna 10 9x. Zároveň jsme 

použili q P C R protokol pro analýzu B 2 M (komerční primery a TaqMan sonda používaná 

k detekci potkaního genu pro beta-2 mikroglobulin; Thermofisher Scientific, Waltham, M A , 

U S A ) . Výsledný q P C R amplikon měl velikost 58 bp. 
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3.2 Stat i s t ické s r o v n á n í citlivosti dvou d i a g n o s t i c k ý c h p ř í s t u p ů 

Rozdíl v citlivosti pro detekci Blastocystis sp. mezi dvěma diagnostickými přístupy q P C R 

a c P C R Lhotská et al. (2020) na stejném souboru vzorků byl vyhodnocen pomocí 

McNemarova testu s Yatesovou korekcí 0,5. Statistická analýza byla provedena s využitím 

softwaru SciStatCalc 2013 (https://scistatcalc.blogspot.com/2013/ll/mcnemars-test-

calculator.html). 

3.3 U r č e n í j e d n o t l i v ý c h s u b t y p ů metodou Next-generation s e k v e n o v á n í 

Pro určení jednotlivých subtypů a jejich směsných kolonizací byla využita analýza 

Next-generation sequencing (NGS) ve spolupráci s Pediatrickým oddělením 2. lékařské 

fakulty Univerzity Karlovy v Praze a fakultní nemocnicí Motol (prof. M U D r . Ondřej Činek 

Ph.D.). N G S protokol vycházel ze studie Maloney et al. (2019) a byl dále optimalizován 

dle studie Činek et al. (2021). 
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4 Výsledky 

4.1 Prevalence Blastocystis sp. na z á k l a d ě q P C R 

V rámci této diplomové práce byl s využitím molekulárni diagnostiky q P C R otestován soubor 

288 vzorku D N A od zdravých lidí. Celková prevalence Blastocystis sp. byla 29 % (83/288) 

(Obr. 4). Výsledky této práce byly následně porovnány s výsledky c P C R použité v předchozí 

studii Lhotská et al. (2020) za účelem zjištění rozdílů v senzitivitě mezi oběma diagnostickými 

metodami. 

Obr. 4: Prevalence Blastocystis sp. v souboru vzorků od zdravých lidí na základě qPCR. 

pozitivní negativní 

4.2 V y h o d n o c e n í intenzity kolonizace 

U vzorků, kde byla na základě q P C R diagnostiky potvrzena pozitivita Blastocystis sp. 

(n = 83), byla navíc vyhodnocena intenzita kolonizace s použitím kvantifikační křivky 

nastavené v rozsahu řádů 10° až 10 5 buněk na jednu q P C R reakci (Obr. 5). 

U více než poloviny analyzovaných vzorků byla zaznamenána vysoká intenzita 

kolonizace, konkrétně v řádovém rozmezí 10 5 -10 6 buněk na jednu q P C R reakci. Rozsah 

Ct hodnot odpovídal 15. až 20. cyklu amplifikace. Nízká intenzita kolonizace 1 0 1 - 1 0 2 b u n ě k 

na jednu q P C R reakci byla zjištěna u 18 vzorků. Nejméně byly zastoupeny kolonizace 

v hodnotách řádů 10 3 -10 4 buněk na jednu q P C R reakci. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 

(Tab. 3). 
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Obr. 5: Kvantifikační křivka pro vyhodnocení intenzity kolonizace v rozsahu řádů 10° až 10 5 

buněk/1 q P C R reakci (program LightCycler480). 

Tab. 3: Vyhodnocení intenzity kolonizace Blastocystis sp. pomocí kvantifikační křivky 

(v rozsahu řádů 10° až 10 5 buněk/1 q P C R reakci). 

Stanovená intenzita N vzorků /N pozitivních , _ A , , A , , . , f „ Rozsah Ct hodnot 
kolonizace vzorku 

10'-102 1 8/83 28-32 

103-104 1 3/83 21-27 

105-106 52/83 15-20 

'Počet buněk/l qPCR reakci 
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4.3 T e s t o v á n í vn i t řn í inhibice 

U vzorků, ve kterých nebyl detekován žádný střevní prvok (n = 248) byla provedena kontrola 

vnitřní inhibice. N a základě tohoto testu jsme u vzorků vyloučili jakékoli působení P C R 

inhibitorů. 

4.4 P o r o v n á n í citlivosti dvou d i a g n o s t i c k ý c h metod q P C R a c P C R 

Jedním z důležitých sledovaných aspektů bylo posouzení senzitivity mezi dvěma 

diagnostickými metodami, a to q P C R a cPCR. K porovnání metod byl použit soubor D N A 

vzorků (n = 288). N a základě molekulární diagnostiky q P C R byla zjištěna prevalence 

Blastocystis sp. 29 % (83/288). Lhotská et al. (2020) využívala pro diagnostiku Blastocystis 

sp. c P C R a detekovala prevalenci nižší, konkrétně 24 % (71/288). Rozdíl v citlivosti mezi 

oběma metodami byl statisticky významný (p < 0,05; %2= 8,26) (Tab. 4). V e srovnání s c P C R 

tedy odhalila q P C R o 12 pozitivních vzorků více (Obr. 6, Tab. 5). 

N a základě srovnání citlivosti obou metod je zřejmé, že q P C R je citlivější metodou 

pro detekci Blastocystis sp. Ačkoliv q P C R prokázala vyšší senzitivitu, dva vzorky byly 

vyhodnoceny jako falešně negativní, zatímco c P C R je identifikovala jako pozitivní. 

U 12 vzorků, které byly pozitivní pouze na základě qPCR, byla za pomoci kvantifikační křivky 

vyhodnocena nízká intenzita kolonizace, tzn. že se jednalo o hodnoty v řádovém rozmezí 

Í O ^ I O 2 buněk na jednu q P C R reakci (rozsah Ct hodnot odpovídal 28. až 32. cyklu 

amplifikace) (Tab. 3). 

Obr. 6: Počet pozitivních a negativních vzorků na základě q P C R a cPCR. 

250 r 
* 

217 
205 

200 -

> 
150 -
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OJ 
>u o Q. 100 - 83 

• Negativní vzorky 
* Statisticky významný rozdíl 71 

50 -

0 
qPCR cPCR (Lhotská et al., 2020) 
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Tab. 4: Porovnání citlivosti q P C R a c P C R pomocí McNemarova testu. 

qPCR 

pozitivní negativní 

pozitivní 69 2 71 (25 %) 
cPCR 

negativní 14 203 217(75 %) 

83 (29 %) 205 (71 %) 288 

4.5 Diverzita s u b t y p ů na z á k l a d ě N G S a s r o v n á n í s v ý s l e d k y ze Sanger 

s e k v e n o v á n í 

Abychom mohli určit diverzitu subtypů, byly veškeré pozitivně testované vzorky z q P C R 

(n = 83) otestovány pomocí Next-generation sekvenování (NGS). Tato analýza byla provedena 

ve spolupráci s prof. M U D r . Ondřejem Cinkem Ph.D. z Pediatrického oddělení 2. L F 

Univerzity Karlovy v Praze a Fakultní nemocnicí v Motole. Pomocí N G S byly identifikovány 

subtypy v 69 vzorcích z celkových 83 pozitivních. Výsledná diverzita subtypů na základě 

N G S sekvenování zcela korelovala s diverzitou subtypů ve studii Lhotská et al. (2020), 

kde bylo použito Sangerovo sekvenování (Tab. 6). 

N G S analýza však prokázala vyšší senzitivitu v detekci směsných kolonizací subtypů 

než kombinace metod c P C R a Sangerova sekvenování použité ve studii Lhotská et al. (2020). 

Pomocí N G S bylo odhaleno celkem pět nových případů směsných kolonizací. V e všech 

případech se jednalo o směsné kolonizace dvou subtypů, konkrétně: ST1+ST7, ST3+ST1, 

ST3+ST2 (2x) a ST7+ST3 (Tab. 6). 

U 12 vzorků, které byly pozitivně identifikovány pouze na základě qPCR, potvrdila 

N G S analýza pozitivitu pouze u pěti vzorků. Jednalo se o subtypy (ST2, ST5, 2 x ST3 a ST4) 

(Tab. 6). 
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Tab. 5: Porovnání citlivosti cPCR a qPCR v souboru vzorků lidí (n = 288). Dále byla vyhodnocena 

úspěšnost detekce Blastocystis sp. pomocí Next-generation sekvenování (NGS) pouze na základě 

qPCR-pozitivních vzorků (n = 83). 

# vzorek 
metoda 

# vzorek 
metoda 

# vzorek 
PCR qPCR Ct hodnota NGS 

# vzorek 
PCR qPCR Ct hodnota NGS 

B l + + 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 + BIO - + 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. Porovnání úspěšnosti v identifikaci subtypů Blastocystis sp. mezi dvěma sekvenčními 

přístupy, konkrétně mezi Sangerovým sekvenováním (výsledky získané v předchozí studii Lhotská 

et al., 2020) & Next-generation sekvenováním (NGS). 

# vzorek 
subtyp 

# vzorek 
Subtyp 

# vzorek 
Sanger sekvenování NGS 

# vzorek 
Sanger sekvenování NGS 

B l ST3 ST3 B225 STÍ STÍ 

B2 STÍ STÍ B226 STÍ STÍ 

B9 STÍ STÍ B231 ST3 ST3+ST1 

BIO - - B235 ST3 ST3 

B13 STÍ STÍ 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 STÍ STÍ B327 ST2 ST2 

B37 ST2 - B336 ST3 ST3 

B38 - - B339 STÍ STÍ 

B41 - ST3 B341 ST3 ST3 

B42 STÍ STÍ B343 ST5 ST5 

B45 STÍ ST1+ST7 B345 ST6 ST6 

B49 STÍ STÍ 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 STÍ STÍ 

B113 ST2 ST2 B380 ST3 ST3 

B114 - ST2 B393 ST7 -

B115 ST7 ST7 B397 ST2 ST2 

B120 STÍ STÍ 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 STÍ STÍ 
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5 Diskuze 

Blastocystis sp. je v současné době nej rozšířenější m střevním prvokem na světě a vyskytuje 

se u více než 1 miliardy lidí (Andersen a Stensvold, 2016). Jeho role ve zdraví i nemoci 

a střevním mikrobiomu je však stále nejasná až kontroverzní, zejména z důvodu jeho výskytu 

jak u asymptomatických, tak i symptomatických jedinců (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard 

et al., 2015; Mardani Kataki et al., 2019; Lhotská et al., 2020; Jimenez-Gonzalez et al., 2012; 

Nourrisson et al., 2014). Prevalence Blastocystis sp. závisí na mnoha faktorech včetně 

geografické oblasti (Clark et al., 2013). V rozvojových zemích bývá prevalence výrazně vyšší 

než v zemích industrializovaných. Dle některých studií může dokonce dosahovat i 100 % 

(El Safadi et a l , 2014). 

Značný v l iv na uváděnou prevalenci Blastocystis sp. má jednoznačně také použitá 

diagnostická metoda (Clark et al., 2013). Dříve byly hojně využívány metody pro vyšetření 

nativních vzorků stolice nebo xenická kultivace in vitro s pomocí světelné mikroskopie 

(McHardy et al., 2014). Tyto metody mají ale řadu limitací. Jsou časově náročné, mají nízkou 

senzitivitu a navíc neumožňují určení jednotlivých subtypů Blastocystis sp. (Stensvold et al., 

2007a; Roberts et al., 2011; Lhotská et al., 2020). Právě identifikace subtypů je zásadní 

pro pochopení epidemiologie Blastocystis sp. a jeho v l ivu na lidské zdraví. Výše zmíněné 

diagnostické metody jsou dnes nahrazovány daleko rychlejšími, přesnějšími a také levnějšími 

metodami. Za standard jsou v současné době považované molekulární metody, a to konvenční 

P C R (cPCR) nebo real-time P C R (qPCR), které vynikají vysokou senzitivitou i specifitou 

(Skotarczak, 2018; Stensvold et al., 2006; Stensvold et al., 2012b). Do popředí se dostává také 

Next-generation sekvenování (NGS), a to zejména díky přesnější detekci směsných kolonizací 

více subtypů ve vzorku (Rojas-Velázquez et al., 2019; Maloney et al., 2019; Činek et al., 

2021). Ačkoliv bylo provedeno j iž mnoho převalenčních studií, pro detekci a identifikaci 

subtypů Blastocystis sp. nebyla stále ještě stanovena jednotná metoda (Skotarczak, 2018). 

Prevalence Blastocystis sp. v souboru vzorků lidí sp. na základě qPCR 

V rámci této práce jsme zavedli a optimalizovali q P C R protokol pro diagnostiku a kvantifikaci 

střevního prvoka Blastocystis sp. Pomocí tohoto protokolu byl následně otestován soubor 288 

vzorků D N A od zdravých lidí. Celková prevalence Blastocystis sp. byla 29 % (83/288). 

Tento výsledek je v souladu s dostupnou literaturou, která uvádí, že se prevalence Blastocystis 

sp. ve vyspělých zemích pohybuje mezi 7 až 50 % (Bart et al., 2013; Scanlan etal., 2016; 

Seyer et a l , 2017; Lhotská et al., 2020; Tito et al., 2019; Lepczyňska et a l , 2021). 
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V evropských zemích bylo zatím provedeno pouze několik studií, které pro detekci 

Blastocystis sp. u lidí zvolily molekulární diagnostiku na základě qPCR. Jedna z takových 

studií pochází například z Francie, kde byla zaznamenána prevalence Blastocystis sp. 18 % 

(143/788) (El Safadi et a l , 2016). Autoři novější francouzské studie Menu et al. (2019) 

sledovali výskyt střevních prvoku a detekovali pozitivitu Blastocystis sp. u 10 % vzorků 

(51/643). Obě výše uvedené studie byly zaměřeny především na výskyt Blastocystis sp. 

u pacientů s gastrointestinálními příznaky, zatímco v naší práci byly s využitím qPCR 

otestovány vzorky D N A pouze od zdravých, respektive asymptomatických lidí. Poirier et al. 

(2011) optimalizoval ve své studii q P C R protokol založený na SYBR Green systému 

a zaznamenal ve zdravé populaci prevalenci 13 % (12/92). V naší práci byla detekována vyšší 

prevalence Blastocystis sp. (29 %), což by mohlo souviset s tím, že k vizualizaci fragmentů 

S S U r D N A byla použita fluoresceinem značená TaqMan sonda, která má na rozdíl od SYBR 

Green vyšší citlivost (Stensvold et al., 2012b). Činek et al. (2021) se v rámci své studie 

zabýval prevalencí Blastocystis sp. u asymptomatických dětí z šesti různých zemí. Mez i nimi 

byla zastoupena i Česká republika, přičemž zde byla pomocí q P C R zaznamenána prevalence 

nejnižší, a to 15 % (8/52). 

V italské studii Piubelli et al. (2019) bylo pomocí q P C R identifikováno 34 % 

pozitivních vzorků (258/756), což je o trochu vyšší prevalence, než jsme zjistili v naší práci. 

Vyšší prevalence může souviset s tím, že do studované populace byli kromě Evropanů zahrnuti 

také lidé z mimoevropských zemí, například z Afriky nebo Asie. Podobná prevalence jako 

vnáš í práci byla na základě q P C R zjištěna v Nizozemsku u pacientů s gastroenteritidou, 

konkrétně 26 % (355/1374). U kontrolní skupiny zdravých lidí byla zjištěna prevalence vyšší, 

a to 40 % (410/1026) (Dullaert-de Boer et a l , 2020). Autoři j iné studie v Nizozemsku 

van Hattem etal. (2019) zjišťovali prevalenci Blastocystis sp. v závislosti na cestování 

a detekovali Blastocystis sp. u 36 % lidí (174/479). 

Vyšší prevalence Blastocystis sp. na základě q P C R byla zjištěna také mimo Evropu. 

Například u dětí žijících v oblasti Kolumbie v povodí řeky Amazonky dosahovala prevalence 

89 % (252/284) (Sánchez et al., 2017). K vysoké prevalenci zde pravděpodobně přispěly nižší 

hygienické standardy a s tím spojený fekálně-orální přenos. Další studie byla provedena 

v Mexiku a zabývala se souvislostí mezi Blastocystis sp. a střevním mikrobiomem. S využitím 

q P C R diagnostiky byla u asymptomatických lidí zjištěna prevalence 65 % (102/156) (Nieves-

Ramirez et al., 2018). V Turecku na základě q P C R zjistili u asymptomatických dětí prevalenci 

Blastocystis sp. 44 % (97/219) (Dogan et al., 2017). N a Madagaskaru stejnou metodou 

detekovali prevalenci 70 % (185/265) (Greigert et a l , 2018). 
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Porovnání senzitivity dvou diagnostických metod 

Hlavním cílem této práce bylo posouzení senzitivity mezi dvěma molekulárními metodami 

v diagnostice Blastocystis sp., konkrétně c P C R (Lhotská et al., 2020) a qPCR. Některé dřívější 

studie j iž prokázaly vyšší citlivost q P C R ve srovnání s klasickými metodami, jako je 

mikroskopie nativních preparátů stolice nebo xenická kultivace in vitro (Poirier et al., 2011; 

Stensvold et al., 2012b; Sánchez et al., 2017; Nourrisson et al., 2020). Autoři studie Nourrisson 

et al. (2020) porovnávali čtyři q P C R protokoly pro detekci Blastocystis sp. a zjistili, že se liší 

jak ve specificitě, tak i citlivosti. Autoři studií Forsell et al. (2016) a E l Safadi et al. (2014) 

se snažili zvýšit citlivost detekce Blastocystis sp. a projejí diagnostiku využili kombinaci dvou 

molekulárních přístupů. Veškeré vzorky nejprve otestovali pomocí cPCR. Následně 

vyselektovali vzorky s negativním výsledkem, které dále analyzovaly pomocí qPCR. V obou 

studiích se zjistilo, že q P C R má vyšší citlivost než c P C R a bylo identifikováno dalších 12 % 

a 24 % pozitivních vzorků. Nicméně studie, která by porovnávala citlivost obou molekulárních 

metod na stejném souboru vzorků zatím nebyla publikována. 

V této práci jsme pro porovnání c P C R a q P C R použili soubor 288 vzorků D N A 

od asymptomatických lidí z předchozí epidemiologické studie Lhotská et al. (2020). Výsledky 

ukázaly, že q P C R je citlivější metodou pro detekci Blastocystis sp., protože odhalila 

0 12 pozitivních vzorků více než cPCR. Celková prevalence Blastocystis sp. na základě q P C R 

byla 29 % (83/288), kdežto u c P C R pouze 24 % (71/288) (Lhotská et al., 2020). Rozdíly mezi 

oběma metodami byly statisticky významné (p < 0,05; %2= 8,26). 

Konvenční P C R je sice běžně využívanou metodou pro detekci Blastocystis sp., 

nicméně z důvodu nižší citlivosti nemusí spolehlivě zachytit nízké intenzity kolonizace. 

V e všech 12 vzorcích, které byly odhaleny navíc pomocí qPCR, se intenzita kolonizace 

Blastocystis sp., pohybovala v hodnotách řádů od 10 1 do 10 2 buněk na jednu q P C R reakci. 

Na základě těchto výsledků lze říci, že náš diagnostický q P C R protokol umožňuje detekovat 

1 velmi slabé intenzity kolonizace, a to až do řádových hodnot 10 1 buněk v jedné q P C R reakci. 

Ačkoliv q P C R prokázala vyšší citlivost ve srovnání s cPCR, dva vzorky byly 

identifikovány jako falešně negativní (tzn. že q P C R j e označila j ako negativní, kdežto c P C R 

jako pozitivní). Pozitivita těchto vzorků byla potvrzena i na základě Sangerova sekvenování, 

které u těchto dvou vzorků potvrdilo přítomnost subtypů ST3 a ST8. Jelikož jsme 

u negativních vzorků provedli test vnitřní inhibice a vyloučili jakékoli působení P C R 

inhibitorů, domníváme se, že důvodem falešné negativity by mohla být degradace D N A 

ve vzorcích. K tomu může často docházet v důsledku dlouhodobého uchovávání vzorků. 
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Tyto vzorky D N A byly znovu otestovány pomocí c P C R a zviditelněny elektroforézou. 

Jeden vzorek se zdál být negativní a druhý (ST8) vykazoval velmi slabý amplikon. 

Intenzita kolonizace Blastocystis sp. u pozitivních jedinců 

Velkou výhodou q P C R je, že na rozdíl od c P C R umožňuje kvantifikovat množství D N A 

přítomné v analyzovaném vzorku. Informace o intenzitě kolonizace je klíčová pro pochopení 

role tohoto prvoka ve střevním ekosystému a při porovnávání intenzit kolonizací mezi 

IBD/IBS pacienty a zdravými jedinci (Verweij a Stensvold, 2014). V této práci jsme sestavili 

kvantifikační křivku v řádovém rozmezí 10° až 10 5 buněk na jednu q P C R reakci. N a základě 

Ct hodnot a jejich srovnání s kvantifikační křivkou jsme vyhodnotili intenzitu kolonizace 

ve všech pozitivně testovaných vzorcích. U více než poloviny vzorků (52/83) byla 

zaznamenána vysoká intenzita kolonizace, která odpovídala řádovému rozmezí 1 0 5 - 1 0 6 b u n ě k 

na jednu q P C R reakci. Rozsah Ct hodnot se pohyboval mezi 15. až 20. cyklem amplifikace. 

Poirier et al. (2011) publikoval q P C R protokol, který umožňuje detekci 10 2 buněk na 1 g 

stolice. Náš diagnostický q P C R protokol dokáže identifikovat i nižší intenzity kolonizace, 

a to až do hodnot řádů 10 1 buněk na jednu q P C R reakci. Nízká intenzita kolonizace byla 

zjištěna u 18 vzorků a pohybovala se v řádových hodnotách 10 1 -10 2 buněk na jednu q P C R 

reakci s rozsahem Ct hodnot od 28. do 32. cyklu amplifikace. 

Diverzita subtypů Blastocystis sp. na základě „Next-generation" sekvenování 

Rod Blastocystis sp. vykazuje širokou genetickou diverzitu, protože u savců (včetně člověka) 

a ptáků bylo dosud objeveno celkem 22 subtypů (Stensvold a Clark, 2020). Identifikace 

jednotlivých subtypů představuje důležitou roli zejména v epidemiologických studiích 

zaměřených na detekci Blastocystis sp. u lidí (El Safadi et al., 2016; Lhotská et al., 2020; 

Gabrielli et al., 2020; Popruk et al., 2021). Různé subtypy blastocyst se mohou vyskytovat 

u řady hostitelů a pravděpodobně se liší i geografickou distribucí. Proto by výzkumy zaměřené 

na diverzitu subtypů blastocyst mohly pomoci odhalit cesty přenosu a potenciální zdroje 

specifických subtypů v dané oblasti (Skotarczak, 2018; Scanlan, 2012). 

Real-time P C R nám neumožňuje určit jednotlivé subtypy Blastocystis sp. ani jejich 

směsné kolonizace. Z tohoto důvodu byly veškeré qPCR-pozitivní vzorky (83) analyzovány 

na Pediatrické klinice 2. L F U K pomocí N G S (prof. M U D r . Ondřej Činek Ph.D.). 

Identifikované subtypy j sme následně porovnali s výsledky Sangerova sekvenování Lhotské 

et al. (2020). V našem případě jsme neprokázali žádný rozdíl mezi sekvenčními přístupy 

a diverzita subtypů na základě N G S zcela korelovala s výsledky ze Sangerova sekvenování. 
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N G S a Sangerovo sekvenování porovnávala také studie Maloney et al. (2019). Stejně jako 

v naší práci nebyl prokázán žádný rozdíl mezi dvěma sekvenčními přístupy. V e 12 vzorcích, 

které byly odhaleny navíc na základě qPCR, identifikovala N G S analýza subtypy pouze v pěti 

případech. To bylo pravděpodobně způsobeno nízkou intenzitou kolonizace Blastocystis sp., 

která se pohybovala v řádovém rozmezí 10 1 -10 2 buněk na jednu q P C R reakci. Jednalo se 

o subtypy ST2, ST5, 2><ST3 a ST4. V e zbývajících sedmi vzorcích byla ověřena přítomnost 

blastocyst na základě Sangerova sekvenování přímo z q P C R amplikonů (118 bp), ovšem 

nebyly získány informace o jednotlivých subtypech Blastocystis sp. 

Směsné kolonizace subtypů 

Epidemiologické studie uvádějí, že v lidské populaci převládá kolonizace pouze jedním 

subtypem Blastocystis sp. (Forsell et al., 2017; Scanlan et al., 2016; Lhotská et al., 2020). 

V poslední době se však ukazuje, že výskyt směsných kolonizací subtypů je ve zdravé 

populaci mnohem častější, než se dříve předpokládalo (Scanlan et al., 2015). Směsné 

kolonizace subtypů byly pozorovány v 1,1 % až 14,3 % případů, s průměrem okolo 6 % (Tan, 

2008; Alfellani et al., 2013b). Většina studií využívá pro určení diverzity subtypů Blastocystis 

sp. v hostitelích Sangerovo sekvenování (Haghighi et al., 2020; Lhotská et al., 2020; Mattiuci 

et al., 2016). Nicméně velkým nedostatkem tohoto př i s tupuje právě identifikace směsných 

kolonizací subtypů v jednom hostiteli. Z důvodu přednostní P C R amplifikace převládajících 

subtypů ve vzorku nemusí být směsné kolonizace subtypů vždy identifikovány (Maloney 

et a l , 2019). 

Autoři studie Scanlan et al. (2015) na základě Sangerova sekvenování nezjistili u vzorků 

s pozitivním nálezem Blastocystis sp. žádný případ směsné kolonizace. Ovšem při použití 

nested P C R se ukázalo, že 22 % (11/50) vzorků obsahovalo více než jeden subtyp Blastocystis 

sp. Vysoký počet směsných kolonizací subtypů byl zaznamenán také ve studii Piubelli et al. 

(2019), a to 3 6 % (80/221). 

V současné době se pro určení diverzity subtypů Blastocystis sp. začala využívat také 

N G S analýza, která mnohem přesněji identifikuje směsné kolonizace subtypů (Rojas-

Velázquez et al., 2019; Maloney et al., 2019; Činek et al., 2021). Totéž bylo potvrzeno i v naší 

práci, kde jsme diverzitu subtypů zjištěnou na základě N G S porovnávali s výsledky 

ze Sangerova sekvenování. N G S analýza prokázala mnohem lepší výsledky v detekci 

směsných kolonizací subtypů než kombinace metod jako je c P C R a Sangerovo sekvenování 

(Lhotská et al., 2020). Zat ímco ve studii Lhotská et al. (2020) byl odhalen jediný případ 

směsné kolonizace (ST1+ST3), pomocí N G S přístupu bylo diagnostikováno pět nových 
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směsných kolonizací. Autoři j iné studie Roj as-Velazquez et al. (2019) na základě N G S 

identifikovali u asymptomatických lidí směsné kolonizace subtypů u 14 % (17/124) 

pozitivních vzorků. V e studii byly zaznamenány jak kombinace dvou (ST1+ST3, ST2+ST3), 

tak i tří subtypů (ST1+ST2+ST3). Převládala zejména kombinace subtypů ST1+ST3 

(9/17, 53 %), dále byly detekovány ST2+ST3 (5/17, 29 %) aSTl+ST2+ST3 (3/17, 18 %). 

Subtyp ST3 byl pozorován ve všech směsných kolonizacích. V n á š í práci jsme pozorovali 

pouze směsné kolonizace dvou subtypů, konkrétně ST1+ST7, ST3+ST1, ST3+ST2 (2x) 

a ST7+ST3. Subtyp ST3 byl podobně jako ve studii Roj as-Velazquez et al. (2019) detekován 

ve většině směsných kolonizací. 

To, že N G S umožňuje přesnější identifikaci směsných kolonizací subtypů Blastocystis 

sp., bylo prokázáno také ve studii Maloney et al. (2019). Pomocí N G S bylo identifikováno 

65 % (49/75) směsných kolonizací, kdežto na základě Sangerova sekvenování pouze 4 % 

(3/75). Zastoupeny byly kombinace dvou a více subtypů. Metoda N G S odhalila až osm 

subtypů v jednom vzorku, přičemž nejčastější směsnou kolonizací byla kombinace subtypů 

ST5+ST3. M y jsme v naší práci takovou směsnou kolonizaci nezachytili, nicméně naše práce 

byla zaměřená na diverzitu subtypů Blastocystis sp. u lidí, kdežto ve studii Maloney et al. 

(2019) byla pozorována diverzita subtypů u zvířecích hostitelů, konkrétně u skotu. 
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6 Závěr 

V této diplomové práci se nám podařilo zavést a optimalizovat q P C R protokol pro diagnostiku 

střevního prvoka Blastocystis sp. Pomocí tohoto q P C R protokolu byl otestován soubor 

288 vzorků D N A od zdravých lidí a zjištěna prevalence Blastocystis sp. 

Jedním z hlavních cílů této práce bylo porovnání citlivosti q P C R diagnostiky 

s výsledky c P C R získanými v předchozí epidemiologické studii Lhotská et al. (2020). 

Celková prevalence Blastocystis sp. na základě q P C R byla 29 % (83/288), zatímco 

u konvenční P C R pouze 24 % (71/288). V e srovnání s c P C R detekovala qPCR 

o 12 pozitivních vzorků více. Rozdíly mezi oběma metodami byly statisticky významné. 

Na základě těchto výsledků jsme prokázali, že q P C R je citlivější metoda pro detekci 

Blastocystis sp. 

S použitím kvantifikační křivky nastavené v rozsahu řádů 10° až 10 5 buněk na jednu 

q P C R reakci byla vyhodnocena intenzita kolonizace ve všech pozitivně testovaných vzorcích. 

U 52 analyzovaných vzorků byla zaznamenána vysoká intenzita kolonizace v řádovém 

rozmezí 10 5 -10 6 buněk na jednu q P C R reakci. Zároveň jsme prokázali, že q P C R dokáže 

odhalit i velmi slabé intenzity kolonizace, které nemusí být spolehlivě detekované při použití 

cPCR. Nízká intenzita kolonizace byla zjištěna u 18 vzorků a pohybovala se v řádových 

hodnotách 10 1 -10 2 buněk na jednu q P C R reakci. Nejméně byly zastoupeny kolonizace 

v řádových hodnotách 10 3 -10 4 buněk na jednu q P C R reakci, a to u 13 vzorků. 

Dále byla posuzována diverzita subtypů na základě N G S a Sangerova sekvenování. 

M e z i sekvenčními přístupy jsme nezjistili žádný rozdíl. Diverzita subtypů na základě N G S 

se zcela shodovala s výsledky ze Sangerova sekvenování. N G S však mnohem přesněji 

identifikovala směsné kolonizace subtypů Blastocystis sp. ve vzorku. N a základě N G S bylo 

zjištěno pět nových případů směsných kolonizací, konkrétně ST1+ST7, ST3+ST1, ST3+ST2 

(2x) a ST7+ST3. 

Kombinace dvou molekulárních přístupů qPCR a N G S by mohla být přínosná 

pro budoucí epidemiologické studie Blastocystis sp. 
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