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1 Uvod

Giardia intestinalis (Giardia lamblia, Giardia duodenalis) je kosmopolitn¢ rozsiteny sttevni
prvok, ktery ro¢né zpusobuje odhadem 180 miliéoni symptomatickych infekei (Torgerson
et al., 2015). Patii do skupiny Excavata, fadu Diplomonadida (Volf a Horak, 2007). Giardia
intestinalis kolonizuje stievo mnoha druhd savcl vcetné ¢loveka (Plutzer et al., 2010). Je
ptivodcem onemocnéni zvané giardidza. Giardioza je celosvétové povazovéana za jedno

Z nejcastéjsich stievnich parazitarnich onemocnéni u lidi (Puebla et al., 2017).
1.1 Zivotni cyklus Giardia intestinalis

Zivotni cyklus G. intestinalis (Obr. 1) je pfimy a zahrnuje dvé stadia — bi¢ikatého trofozoita
(Obr. 2a), ktery se vaze na stievni mikroklky, a infek¢ni cystu (Obr. 2b), kterd pretrvava
Vv zivotnim prostiedi a je zodpovédna za prenos mezi hostiteli (Nosala a Dawson, 2015).
K pienosu giardie dochazi bud pifimo (fekalné-ordlni cestou), nebo nepfimo
(prostednictvim kontaminovanych potravin a vody), pfi¢emz druhd alternativa je hlavni

cestou prenosu (Thompson et al., 2000).

Excystace cyst giardii za¢ina v zaludku, kde je sténa oslabena Zalude¢nimi §tavami hostitele
a kyselym pH, a nasledné je dokoncena v tenkém stieve. V tenkém stieve se z kazdé cysty
uvolnuji dva trofozoiti, ktefi se déli binarnim délenim. Trofozoiti se prichycuji ke sttevnimu
epitelu prostiednictvim ventralniho adhezivniho disku. Zivotni cyklus giardie je uzavien
ve chvili, kdy se trofozoiti oddéli od stfevniho epitelu a zacnou se pohybovat
gastrointestinalnim traktem smérem k slepému a tlustému stfevu, kde encystuji. Takto nové
vytvofené cysty jsou vyluCovany spolu s exkrementy v nepravidelnych intervalech
do prostiedi. Cysty jsou infek¢ni ihned po vylouéeni z téla hostitele a jsou velmi odolné,
protoze mohou piezit i nékolik meésici ve studené vodé¢. Inkubacni doba giardidzy

se pohybuje od 9 do 15 dni po poziti cyst (Feng a Xiao, 2011; Nosala a Dawson, 2015).
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Obr. 2: Morfologie zivotnich stadii prvoka Giardia intestinalis: (a) trofozoit, velikost 10-20
um x 5-15 um, (b) stadium cysty, velikost 11-14 pm x 7-10 pm
(https://sites.google.com/site/giardiaintestinalisvalkotovich/home/characteristics-of-giardia-
intestinalis).



1.2 Geneticka diverzita a hostitelska specifita

Vyzkumy DNA polymorfismt odhalily, Ze by giardie mohla byt povazovana za komplex
nékolika druhii (Caccio et al., 2018). I kdyz jsou morfologicky nerozliSitelné, klasifikuji
se do osmi skupin oznacovanych jako asamblaze A-H, které jsou fylogeneticky vzdalené
(Ryan a Zahedi 2019; Caccio et al., 2018). Asamblaze byly rozliSovany na zakladé
alozymovych fylogenetickych analyz (Monis et al. 1998). Fylogenetické analyzy byly
provadény hlavné na zaklad¢ sekvenci gent pro glutamatdehydrogenazu (GDH) (Monis
etal.,, 1998; Monis et al., 1999), trioza-fosfatizomerazu (TPI) (Monis et al.,, 1999)
a pro malou ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) (Capewell et al., 2020).

U cloveéka byly dosud zaznamenany asamblaze A a B, které vykazuji Sirsi hostitelskou
specifitu a také zoonoticky potencial (Caccio et al., 2018; Heyworth, 2016) (Tab. 1).
Naptiklad psi mohou byt potencialné infikovani (zoonotickymi) asamblazemi A a B
(De Quadros et al., 2016; Zahedi etal., 2017). Asamblaze A a B lze jest¢ dale rozdélit.
Asamblaz A je rozdélena do tzv. sub-asamblazi AI-AlIV (Feng a Xiao, 2011; Zahedi et al.,
2017). Sub-asamblaze Al a All byly bézné detekovany u lidi, zatimco Al, AIIl a AIV jsou
sub-asamblaze zvifat (Hooshyar et al.,, 2017). Zoonoticky potencial je spojen pouze
se sub-asamblazi Al (Hooshyar et al., 2017). Asamblaz B je kategorizovana do Ctyf
sub-asamblazi BI-BIV. Podle dostupné literatury byly u lidi nalezeny sub-asamblaze BIII
a BIV, zatimco BI a BII jsou specifické pro zvitata (Heyworth, 2016; Hooshyar et al., 2017).
Sub-asamblaze byly zavedeny na zakladé multilokusové sekvenéni typizace za pouziti tii

gent: BG (B-giardin), TPl a GDH (Caccio et al., 2008).

Asambldze C az H maji, na rozdil od ptedchozich, uZzsi hostitelskou specifitu. Psi byvaji
infikovani asamblazemi C a D (Zahedi et al., 2017). U kocek se vétSinou vyskytuje asamblaz
F (Ramirez-Ocampo et al., 2017). Asamblaz E se vyskytuje u kopytnikd. Pfitomnost
asamblaze E byla detekovana také u lidi, i kdyZ s mnohem nizsi frekvenci nez asamblaze A
aB (Zahedi etal.,, 2017; Caccio et al. 2018). Asamblaz G se vyskytuje u hlodavci
a asamblaz H u ploutvonozcu (vice informaci v tabulce 1) (Caccio et al., 2018). Sporadicky
byly asamblaze C az H také zjistény u lidi (Ryan a Zahedi, 2019). Sekvence z téchto izolata
se totiz vysoce shodovaly se sekvencemi asamblazi C—H. Toto vSe naznacuje, ze soucasné

nastroje pro molekularni genotypizaci maji své limity, a navic mize mit G. intestinalis $irsi



zoonoticky potencial, nez se ptivodné piedpokladalo (Ryan a Zahedi, 2019; Capewell et al.,
2020).

Tab. 1: Druhové zastoupeni hostiteld v jednotlivych asamblazich prvoka Giardia intestinalis

(ptevzato z publikace Heyworth, 2016)

Asamblaz Hostitel
A clovek, pes, kocka, slepice, krava, ovce, koza, jelen, fretka, prase, bobr, Cincila,
jaguar, kiin, nehumanni primati, tulen, lachtan, los, sob, racek, kytovci
B Clovek, pes, krava, gazela, jelen, kliii, bobr, ondatra, ¢incila, fretka, kralik, morce,

nehumanni primati, slepice, ovce, tuleni, prase, lachtan, pstros, delfin, racek
C pes, klokan, krava, prase, kytovci
D pes, liska, ¢incila, klokan, krava, kytovci

E krava, ovce, prase, koza, kun, liska, jelen, kocka
kocka, prase,

F kytovci

G krysa, mys§

H tulen, racek

1.3 Klinické priznaky a patogeneze

Giardia je neinvazivni prvok, ktery kolonizuje lumen tenkého stfeva (Certad et al., 2017).
Kolonizace hostitelského stieva giardiemi se miize projevit jako akutni prajem, ktery pokud
neni 1é¢en mize pirechazet v prijem chronicky (Certad et al., 2017). Dale mezi typické
klinické pfiznaky patii tzv. mastny prijem (vlivem pfichycenych trofozoith na stfevni
sliznici nedochazi ke vstifebavani tukl), nevolnost, ztrata hmotnosti, dehydratace. Méné¢ casté
ptiznaky jsou zvraceni, krev ve stolici, nebo horecka (Certad et al., 2017). K manifestaci
symptomi giardiozy jsou nejvice nachylné malé déti (Thompson a Ash, 2016). Ovsem
na zakladé studii se zda byt vétsina infekci G. intestinalis asymptomaticka (Muadica et al.,
2020; Oliveira-Arbex et al., 2016; Puebla et al., 2017, Reh et al., 2019).

Patogenni mechanismus G. intestinalis u pacienti se zjevnym klinickym onemocnénim
spociva v prichyceni trofozoitd na stievni epitel hostitele (Fink a Singer, 2017). Tim,
ze trofozoiti ¢asto pokryvaji cely povrch epitelu tenkého stieva, mohou narusit pfijem zivin

avody (Fink a Singer, 2017). To nasledné odpovida vyse popsanym klinickym piiznaktim



amuize vést k zdvaznym gastrointestinalnim porucham a také k imunitni odezvé (Fink

a Singer, 2017; Capewell et al., 2020).

Inkubacni doba giardidzy vétsinou trva jeden az dva tydny (Certad et al., 2017). Akutni faze
giardidzy obvykle pfetrvava od jednoho do tii tydnt, ale pfiznaky mohou trvat nc¢kdy
I mé&sice (Certad et al., 2017). Vétsina infekci sama odezni, ale v endemickych oblastech je
bézna recidiva akutniho onemocnéni. Chronické infekce maji za nasledek podvyzivu,
nedostatek mikrozivin (vitamini A, D, E, K a zinku), malabsorpci (hlavné tukt), ztratu
hmotnosti a jsou spojovany s naruSenim rlstu a kognitivnim vyvojem u malych déti

(Abdullah et al., 2016; Allain a Buret, 2020; Certad et al., 2017; Squire a Ryan, 2017).

1.4 Giardia intestinalis a mikrobiom ¢lovéka

Béhem poslednich let bylo dosazeno pokroku v pochopeni vlivu G. intestinalis na diverzitu
sttevniho bakteridlniho mikrobiomu u ¢loveéka. Nicméné k Giplnému pochopeni vlivu giardie
na stievni mikrobiom je stale potieba dalSich studii (Fekete et al., 2021). Obecné stievni
mikroflora hraje kli¢ovou roli v homeostazi stiev a celkového zdravi jedince. Béhem
gastrointestindlnich onemocnéni dochdzi velmi casto kjeji zméné. Giardie interaguje
se sttevnim mikrobiomem jak pfimo, tak inepfimo a diky tomu miZze modulovat
metabolismus hostitele a imunitni odpovéd’. To vSe muze mit systémové ucinky, které
potencialné pietrvavaji i poté, co je patogen odstranén (Berry et al., 2020; Fekete et al.,
2021).

Dysbidza sttevni bakteridlni mikrofléry zplisobend ptitomnosti giardii je ¢asto spojovéana
se ztratou bariérové funkce stievniho epitelu (Barash et al., 2017). To mtze vést ve vzacnych
ptipadech az k post-infekénim komplikacim, jako jsou dlouhodobé poruchy stiev podobné
syndromu drazdivého tracniku (Allain a Buret, 2020), chronickd unava (Hanevik et al.,
2017), post-infekéni artritida, nebo bolest kloubu (Painter et al., 2017). Dieta muze
predstavovat novy rizikovy faktor pro rozvoj tézké giardiézy a pro rozvoj post-infekénich
komplikaci, zejména u podvyzivenych déti. Bylo prokazano, ze strava ovliviiuje slozeni
stfevni mikroflory, coz muze zpusobovat velmi rizné symptomy pii giardioze (Fekete et al.,

2021).



Roli ve stifevnim mikrobiomu pii giardidoze hraje také uzivani antibiotik (Singer a Nash,
2000; Maertens et al., 2021). Cilena infekce giardiemi u mysi vykazuje proménlivou miru
uspesnosti kolonizace ve stieveé, kterou lze prekonat peroralnim podavanim antibiotik.
Antibiotika vyrazné snizuji bakteridlni diverzitu Vv travicim traktu. U mysi lécenych
antibiotiky byl zaznamenan daleko chroni¢téj§i pribéh infekce giardii, nez u mysi
bez uzivani antibiotik (Singer a Nash, 2000; Maertens et al., 2021). Tato zjisténi naznacuji
dilezitou roli mikrobiomu pii vzniku infekce G. intestinalis (napt. Maertens et al., 2021).
Giardidza se zpocatku hiife diagnostikuje, coZ Casto vede k pfedepisovani antibiotik kvili
mozné bakteridlni infekci. Bézna antibiotika nejsou na giardii u¢innd, navic pfispivaji
k vyraznému zhorSeni prub&hu infekce. Nespravna 1é¢ba giardie antibiotiky muze vést
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k zavazn&jsim a déletrvajicim infekcim (Beer et al., 2017).

Nedavny vyzkum se zaméfil také na vyznam probiotik v prevenci a 1écbé giardiozy,
ato vin vitro a in vivo experimentech. Vysledky naznacuji, Ze néktera probiotika mohou mit
vliv na zmirnéni prub¢hu giardiozy (Allain et al., 2018; Fekete et al., 2021). Probiotika jsou
definovéna jako Zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi prospivaji
zdravi hostitele. Jednd se o velkou tfidu mikroorganismi, vcetné bakterii a kvasinek.
Probiotika mohou mit urc¢ité ochranné u¢inky proti jinym gastrointestinalnim onemocnénim,
véetné nékterych parazitarnich infekei (Hill et al., 2014; Fekete et al., 2021). Za posledni dvé
desetileti nekolik studii zkoumalo G¢inky probiotickych kmeni na zmirnéni prubehu infekce
giardiemi jako alternativni strategii prevence a lécby giardiozy (Allain et al., 2018; Fekete
et al., 2021). Néekolik bakterii, které jsou pouzivany v probioticich, vykazovaly cytotoxické
ucinky pro trofozoity giardie. Nejvyraznéj$i ucinky vykazovaly laktobacily, pfi¢emz
I n€kolik dalsich druhG vykazovalo takové ucinky, tj. Bifidobacterium spp., Weissella
paramesenteroides, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii (Allain et al., 2018;
Fekete et al., 2021). Tudiz se zda byt uzivani probiotik jako moznost podpurné 1éCby

giardiozy.



1.5 Vyskyt Giardia intestinalis
1.5.1 Vyskyt u lidi

Vyskyt G. intestinalis je kosmopolitni a jeji prevalence se vyrazné lisi mezi rozvojovymi
a industrializovanymi zemémi. Vysoké prevalence giardie jsou hlaSeny v rozvojovych
zemich, zejména v obydlenych oblastech s nizkymi hygienickymi standarty a pifevazné u déti
(Sanchez et al., 2017). V rozvojovych zemich je prevalence G. intestinalis vyssi, nez
ve vyspélych zemich, a to kolem 20 az 40 % (Abdullah et al., 2016; Samie et al., 2020). Je
dobfe znamo, ze Vrozvojovych zemich jsou infekce giardiemi spojeny se Spatnymi
hygienickymi podminkami a $patnou kvalitou vody (Younas et al., 2008). Napiiklad studie
z Jihoafrické republiky ukdzala, Ze patogeny mohou byt pfendSeny poZitim zeleniny

zavlazované opétovnym pouzitim odpadnich vod (Gumbo et al., 2010).

Studie v Jizni Africe u déti odhalily prevalenci giardie 1-30 % (Samie et al., 2009).
V Zambii byla zjisténa 10% prevalence (33/329) u asymptomatickych déti ve veku 3-16 let
(Tembo etal.,, 2020). V Malajsii byla zjisténa prevalence 12 % (Choy et al., 2014).
V kolumbijském povodi Amazonky byla pozorovana vysoka prevalence giardie, a to 65 %
(184/284) ve vzorcich stolice ziskanych od déti do 15 let. Takto vysoka prevalence souvisi
s faktem, ze lidé zijici v téchto oblastech maji Spatné hygienické podminky, coz usnadiuje
fekalné-oralni prenos infekce (Sanchez et al., 2017). Prevalence giardidzy u lidi v riznych
regionech franu byla zjisténa od 1 % do 38 % (Daryani et al., 2012; Hooshyar et al., 2017).
V nejnovéjsich studiich v franu zjistili 4% prevalenci (78/1790) G. intestinalis (Rahimian
et al., 2018) a 8% prevalenci (84/1000) (Viesy et al.. 2020).

Prevalence giardie ve vyspélych zemich se pohybuje mezi 2 a 5 % (Abdullah et al., 2016;
Samie et al.,, 2020). Nicméné¢ o0 prevalenci G. intestinalis v populaci zdravych lidi
(tzn. bez klinickych ptiznakt charakteristickych pro onemocnéni stiev) ve vyspélych zemich
neni mnoho informaci, protoze jsou pievazné diagnostikovany pouze piipady klinické
giardidozy u pacientti (Segui et al., 2018). V primyslovych zemich jsou piipady giardie
obvykle spojovany s cestovanim a imigraci (Ekdahl a Andersson, 2005). K rizikovym
skupindm patii zejména kojenci, malé déti ve Skolach a Skolkach, homosexudlové

a imunosuprimovani jedinci (Caccio et al., 2018; Yoder et al., 2007; Samie et al., 2020).



Ve Spojenych statech a Velké Britanii je G. intestinalis nejbéznéjsim prvokem zptisobujicim
sttevni potize u lidi (Coffey et al., 2021). Ve Spojenych statech je giardidoza ojedinéle
zjistovana od roku 1992. V letech 1995 az 2016 byl v USA primérny pocet hlaSenych
ptipadd giardie 19 781 za rok (rozpéti 14 623-27 778 ptipadia) (Coffey et al., 2021).
V poslednich letech se ro¢ni vyskyt giardidzy ve Spojenych statech snizil, a to u vSech
vekovych skupin. Incidence giardie u muza a starSich vékovych skupin neklesla v takoveé
mife jako u Zen a déti (Coffey et al., 2021). V Anglii a Walesu je detekovano kolem 3000
az 4000 ptipadd rocné (Public Health England, Londyn, Spojené kralovstvi). Ve Spojeném
kralovstvi byla u asymptomatickych déti a dospélych zachycena 17% prevalence
G. intestinalis (37/212) (Waldram et al., 2017) a 1% prevalence u 230 asymptomatickych
déti (Davies et al., 2009).

Dalsim ptikladem zemg, ve které je G. intestinalis pomémé vyznamnym parazitdrnim
onemocnénim, je Kuba. Na Kub¢ infekce giardii piedstavuje jednu z nejvyznamnéjsich
sttevnich parazitarnich infekci u déti vilbec a méa zvlasté silny klinicky dopad na détskou
populaci (Nunez et al., 2003; Puebla et al., 2017). Prevalence se pohybuje mezi 9 az 22 %
(Cafiete et al., 2012; Puebla et al., 2014). U déti v jeslich (0,5 — 5 let) na Kubé byla
zachycena vysoka prevalence G. intestinalis, a to 54,8 % (57/104) (Cafiete et al., 2012).
Ve studii Puebla et al. (2017) u déti na Kub¢ zjistili nizsi prevalenci 8 % (68/847).

Dale byla zjistovana prevalence G. intestinalis napf. i v Portugalsku a v dalsich
industrializovanych zemich. U zdravé détské populace v Portugalsku zjistili prevalenci
1,9% (16/844) (Jalio et al, 2012). Zajimavosti je, Ze ve Spanélsku byla
u asymptomatickych déti ve véku 1 rok az 16 let zjisténa prevalence G. intestinalis vyssi,
ato 17,4 % (263/1512) (Muadica et al., 2020). V Mad’arsku byla detekovana giardie u 2 %
lidi (6/300) (Plutzer et al., 2014). Napiiklad v Nizozemsku byla detekovana prevalence
5,4 % u pacientu s gastroenteritidou a 3,3 % u asymptomatickych osob (de Wit et al., 2001,
Plutzer et al., 2014).

V Ceské republice bylo v letech 1975 az 1982 vysetieno celkem 1 750 imunokompetentnich
osob na pritomnost gastrointestinalnich parazitd. Jednalo se ptrevazné o lidi zaméstnané
v zemédelskych podnicich. Giardia intestinalis byla pomoci mikroskopie zachycena u 1 %
lidi (14/1750) (Stérba et al., 1988).



1.5.2 Vyskyt u psii a kocek

Nedavna studie Bouzid et al. (2015) odhalila ve Velké Britanii prevalenci G. intestinalis
upst 15,2 % a u kocek 12 %. Autofi dalsi studie Uiterwijk et al. (2018) popisuji prevalenci
u zdravych dospélych psit mezi 0,4-34 %, u psi se znamkami gastrointestindlniho
onemocnéni 2,3-25 %, u §téhat 7—-63 % a u psu Zijicich ve skupinach 2,3-50 %. V Ceské
republice byla provedena studie pro zjisténi prevalence G. intestinalis u pstu Zijicich
v doméacnostech a v utulcich (Dubna et al., 2007). Vyrazné vyssi prevalenci zaznamenali
ve venkovskych oblastech (2,2 %) ve srovnani s méstem Praha (0,1 %). Tato studie také
popsala korelaci mezi pobytem psa v Utulku a infekci giardii, jejiz prevalence se po delSim
pobytu v tutulku 11x zvySuje (Dubna et al., 2007). U pst zutulki byly detekovany
nasledujici prevalence G. intestinalis: 45,3 % (29/64) v CR (Hammerbaurova, 2021), 55,2 %
(101/183) v Italii (Papini et al., 2005), 40,6 % (221/544) ve Spanélsku (Ortufio a Castella,

2011) a 45,5 % (61/134) v Srbsku (Sommer et al., 2017).

V Danské studii zaméfené na vyskyt G. intestinalis u kocek byla zjisténa 7% prevalence
(20/284) (Enemark et al., 2020). V Ceské republice bylo v roce 2017 vysetieno 118
toulavych a domacich koc¢ek (Kvac et al., 2017). Z nich bylo 5,9 % pozitivnich na giardii,

vys§i prevalence byla nalezena u toulavych kocek (7,8 %), nez u domacich kocek (3,6 %).
1.6 Diagnostika Giardia intestinalis

Laboratorni diagnostika G. intestinalis je Casto zalozena na pfimém mikroskopickém
prikazu cyst, ptipadné trofozoitd v exkrementech. Nicméné v soucasnosti je pro diagnostiku
giardie Kk dispozici také nékolik imunologickych testd a molekularnich metod (Hooshyar
etal., 2019). VSechny diagnostické metody vykazuji rizny stupen citlivosti a specificity
(napt. Uiterwijk et al., 2018).

1.6.1 Koproskopicka diagnostika

Koproskopicka detekce je povazovana za tzv. zlaty standard pro diagnostiku giardie (Laude
et al., 2016). Touto metodou se detekuji predevsim cysty ptitomné v exkrementech. Citlivost
mikroskopickych technik zavisi na vybéru metody, na poctu vysetienych vzorkl exkrementt
a na zkuSenostech diagnostika (Hooshyar et al., 2019). Vyuzivaji se barvené roztéry trusu

(giemsa, trichrom, methylenova modf, lugoliv roztok) a koncentraéni metody (nejcastéji
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flotace) (Hooshyar et al., 2019). Vzhledem k tomu, ze cysty giardie jsou s exkrementy
vylu¢ovany v nepravidelnych intervalech, lze citlivost téchto metod zvysit odbérem
a testovanim tiéi vzorka od jedince ve tfech po sobé jdoucich dnech (Soares a Tasca, 2016;
Garcia et al., 2018). Vysetieni jednoho vzorku exkrementu zachyti pfitomnost giardie v 60
az 80 % ptipadi, vySetfeni dvou vzorkl stolice umozni detekci 80 az 90 % ptipada
a vySetfenim tfech vzorku stolice je mozné detekovat pies 90 % infekci (Hooshyar et al.,
2019). Nevyhodou koproskopickych metod je nizka citlivost, zejména pak v piipadé nizké
intenzity infekce. Tyto podprahové infekce G. intestinalis u asymptomatickych jedincti jsou
velmi bézné (Alharbi et al., 2020). Proto je pro co nejptesnéjsi diagnostiku giardie vhodné
vyuzivat i jiné metodické piistupy (Soares a Tasca, 2016).

1.6.2 Imunodiagnostika

Béhem poslednich tficeti let byly vyvinuty rizné imunologické metody pro detekci
G. intestinalis na zaklad¢ detekce antigend, nebo specifickych protilatek ve stolici (Johnston
et al., 2003). Jednou znejcCastéji uzivanych imunodiagnostickych metod pro detekci
protilatek je ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Tyto metody jsou pouzivany
pievazné v laboratofich bez zkuSenosti s parazitologickou diagnostikou a v nemocnicich,
protoze se jedna o Casov€ nenaroéné testy (Johnston et al., 2003; Hooshyar et al., 2019).
Ovsem doporucenim v pripadé¢ imunodiagnostiky giardiozy je doplnéni mikroskopickym

vySetienim (Hooshyar et al., 2019).
1.6.3 Molekularni diagnostika

Molekularni diagnostika umoznuje detekovat infekce G. intestinalis s vyuzitim celkové
DNA ziskané z exkrementl. Nejcasteji pouzivanymi molekuldrnimi metodami jsou PCR

a real-time PCR (gPCR) (Hooshyar et al., 2017, 2019).
Diagnostika pomoci PCR a qPCR

V prubéhu let bylo zavedeno né¢kolik molekularnich marker urcenych pro detekci
a nasledné pro zkoumani genetické diverzity G. intestinalis. VV tomto kontextu jsou nejcastéji
pouzivané geny kodujici BG, TPl a GDH (Capewell et al., 2020). Navic stejné jako u jinych
druhli organizmli se pro molekularni genotypizaci vyuziva PCR a sekvenovani ¢asti genu

pro SSU rRNA (Wielinga a Thompson, 2007). Oblast SSU rRNA by m¢la byt vhodné;si
10



pro diagnostiku ptitomnosti giardie, nez ostatni geny, kvuli vyssi citlivosti, protoze se jedna
0 gen, ktery je v genomu obsazen ve vice kopiich (60 az 130 v jednom jadie) (Nantavisai
etal., 2007). Nicméné kvuli vysokému obsahu GC bazi v oblasti pro SSU rRNA dochazi
k problémum se specificitou (Capewell et al., 2020; Wielinga a Thompson, 2007). Existuji
také nékteré ziidka pouzivané markery, jako je spacer (ITS-1) nebo elongac¢ni faktor 1

Iv v

(Capewell et al., 2020). K urc¢eni asamblazi G. intestinalis ve studiich se velmi ¢asto pouziva
gen pro TPI (Brozova, 2019; Deng et al., 2017, Minetti et al., 2015; Rahimian et al., 2018).

Diagnostické metody zalozené na qPCR jsou vhodné jako cenny diagnosticky nastroj
v ramci epidemiologickych studiich, protoze vykazuji nejvyssi citlivost (Uiterwijk et al.,
2018). Ke gPCR detekci giardie se vyuzivaji geny pro BG (Hijjawi et al., 2018), SSU rRNA
(Boadi et al., 2014; Verweij et al., 2004), GDH (Boadi et al., 2014; Yang et al., 2014) a TPI
(Elwin et al., 2014). Avsak gPCR metody nejsou vhodné pro stanoveni genetické diverzity,
protoze se pro amplifikaci vyuzivaji velmi kratké tiseky genu (Laude et al., 2016). Detekce
giardie pomoci qPCR byla shledana jako citlivéj$i metoda pro diagnostiku, nez je ELISA
a mikroskopie. Naptiklad autofi studie Beyhan a Cengiz (2017) odhalili nejvyssi citlivost
pro diagnostiku giardii u qPCR pfistupu, oproti mikroskopii a ELISA. Podobné je
to popsano i v dalsi studii Laude et al. (2016), kde gPCR diagnostika vykazovala citlivost
92 % a specifitu 100 % u detekce giardii. Napfiklad v praci Uehlinger et al. (2017) byla
zjisténa velmi Spatna citlivost a specifita konven¢niho PCR (58 %; 56 %)

oproti imunofluorescenci, mikroskopii a komeréné dostupnym testim (SNAP Giardia).

Abychom byli Iépe schopni porozumét molekularni epidemiologii a biologii G. intestinalis,
bude do budoucna zapotiebi najit a zoptimalizovat vhodnéjsi nastroje nejen pro jeji detekei,

ale také pro jeji pro genotypizaci (Capewell et al., 2020).
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2 Cile

Hlavnim cilem této studie bylo zjistit vyskyt stfevniho prvoka Giardia intestinalis
u zdravych dobrovolnikii (tj. u lidi bez stfevnich potizi) s pouzitim qPCR diagnostiky.

Nasledné zjistit, zda se G. intestinalis vyskytuje u zvirat, se kterymi jsou tito lidé v kontaktu.

Dil¢i cile byly nasledujici:

e optimalizovat gPCR protokol pro detekci G. intestinalis;

e zjistit prevalenci prvoka G. intestinalis v souboru dobrovolniki a jejich zvifat
v Ceské republice;

e porovnat citlivost gPCR metody a konven¢niho PCR pro diagnostiku G. intestinalis;

e zjistit korelace mezi pFitomnosti G. intestinalis a specifickymi faktory (cestovani,

zivot na vesnici ¢i ve mést¢, kontakt se zvifaty, pohlavi a veék).
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3 Material a metodika

3.1 Sbér vzorku

Tato studie navazuje na rozsahly vyzkum vyskytu dal§iho stfevniho prvoka Blastocystis sp.
u zdravych lidi bez stfevnich potizi (Lhotska et al., 2020). Vzorky stolice a trusu (428) byly
ziskany od asymptomatickych dobrovolnikil a jejich zvifat z riiznych &asti Ceské republiky
Vv letech 2017 az 2019. V moji studii bylo ziskano o osm lidskych vzorkii vice nez v Lhotska
et al. (2020). Zadny ze zahrnutych dobrovolniki netrpél gastrointestinalnimi ptiznaky, jako
je napiiklad prujem, bolest bficha nebo plynatost. Vzorky trusu zvitat jsme ziskavali pouze
od zvifat, se kterymi byli tito lidé v blizkém kontaktu, abychom ovéfili pfipadnou existenci
zoonotického potencialu [podrobnosti viz Lhotska et al. (2020)]. Pro ucely této studie
ucastnici vyplnili dotaznik, ve kterém poskytli informace o pohlavi, véku, lokalit¢ (mésto /
vesnice), cestovani (Evropa / mimo Evropu) a kontaktu se zvifaty (Lhotska et al., 2020).
Kazdy ucastnik podepsal informovany souhlas s ucasti ve studii. Tato studie byla posouzena
jako eticky piipustna a odpovidajici rozsahu Etické komise Biologického centra AV CR
v.vi. v Ceskych Budgjovicich (&islo rozhodnuti 1/2017). Veskera data byla piisné
anonymizovéana a zpracovavana v souladu s platnymi zakony Ceské republiky (napf. Zakon

¢. 101/2000 Sh. O ochrané osobnich udaji).

3.2 Molekularni diagnostika

V ramci této studie byla pro diagnostiku Giardia intestinalis v souboru vzorku lidi a zvitat
vyuzita metoda real-time PCR (gPCR). V moji bakalaiské praci jsem se zabyvala
sensitivitou a specifitou nékolika protokolll konvencniho PCR pro diagnostiku giardii
(Brozova, 2019). Nicmén¢ jsem zjistila, ze jejich citlivost je pomérné nizka a je obtizné
zachytit nizké intenzity infekce, které se u asymptomatickych jedinc vyskytuji relativné
Casto. Z téchto divodl jsme se rozhodli zavést qPCR diagnosticky protokol pro detekci

G. intestinalis a zaroven srovnat citlivost obou molekularnich piistupt.
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3.2.1 Izolace celkové DNA

Celkova DNA ze ziskanych vzorku exkrementd byla extrahovana pomoci komer¢niho kitu
PSP Spin Stool DNA (Stratec, Némecko) podle protokolu vyrobce. Z kazdého vzorku bylo
takto ziskano 200 ul DNA (koncentrace v rozmezi 120 az 850 ng/ul), ktera byla skladovana
pii teploté -20 °C.

3.2.2 Diagnostika gPCR

Ve studii byly vsechny vzorky DNA vyuzity pro gPCR diagnostiku G. intestinalis. Protokol
gPCR je navrzen pro amplifikaci fragmentu genu pro SSU rRNA o velikosti 62 bp,
s pouzitim specifickych primert Giardia 80 F a Giardia 127 R, a pro naslednou detekci je
pouzita TagMan sonda Giardia 105 T (Verweij et al., 2004). Sekvence primerti a sondy jsou
uvedeny v tabulce 2. Uvedeny protokol pro gPCR byl optimalizovan pro cykler LC 480 |
(Roche, Basilej, Svycarsko) a pfizptisoben konkrétnim podminkam, napiiklad polymeraze

Master Mix — 5x HOT FIREPoI® Probe qPCR Mix Plus ROX (Solis BioDyne, Estonsko).

Vlastni reakéni podminky qPCR protokolu byly nasledujici: poc¢ate¢ni denaturace 95 °C/10
min, 50 x (95 °C/15 s, 60 °C/30 s, 72 °C/30 s). Kazda reakce obsahovala 1 pl kazdého
primeru, 1 pl sondy TagMan, 4 ul polymerazy, 8 pul miliQ vody a 5 pl extrahované DNA.
Na kazdé reakcni desce byla vzdy ptitomna také negativni kontrola (DNA nahrazena miliQ

vodou) a kontrola pozitivni (DNA z in vitro kultury trofozoiti G. intestinalis).

Tab. 2: Piehled pouzitych primert a sondy dle Verweij et al. (2004)

Primery a sonda Sekvence

Giardia 80 F 5'-GACGGCTCAGGACAACGGTT-3’
Giardia 127 R 5'-TTGCCAGCGGTGTCCG-3’

Sonda TagMan Giardia 105 T FAM-CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG-BHQ-1

Sestrojeni kvantifika¢ni krivky: Pro vyhodnoceni intenzity infekce G. intestinalis
Vv pozitivné testovanych vzorcich byla sestavena kvantifikaéni kiivka. Tato ktivka byla
vytvofena na zaklad¢é desitkové fedici fady DNA bunék z kultury trofozoitt giardie a byla

nastavena v fadovém rozmezi 10! az 10° trofozoitu.
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Kontrola vnitini inhibice pfi qPCR: Ve vzorcich DNA ziskané z exkrementl muze
dochdzet k blokovani vlastniho amplifikacniho procesu béhem PCR, tzv. vnitini inhibici
(Stensvold et al., 2012). Pro ucely ovéieni / vylouceni vnitini inhibice jsme pouzili vzorky,
ve kterych nebyla detekovana G. intestinalis a ani zadny z dalsich prvoki sledovanych v nasi
laboratofi (tj., Blastocystis sp., Dientamoeba fragilis). Moznou vnitini inhibici jsme testovali
ptidanim cizorodé DNA k analyzovanému templatu. Tzv. cizorodd DNA byla izolovana
z tkan¢ potkana a pouzili jsme protokol pro amplifikaci ,house-keeping* potkaniho genu
pro beta-2 podjednotku mikroglobulinu (B2M) (s komerénimi primery a Tagman sondou;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

3.2.4 Statistické srovnani citlivosti dvou molekularnich pristupti pro detekci giardie

Rozdil v citlivosti pro detekci G. intestinalis mezi dvéma molekularni pfistupy (i) gPCR
a (ii) konve¢nim PCR (Brozova, 2019) byl vyhodnocen s pouzitim McNemarova testu
s Yatesovou korekei (0,5). Statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru SciStatCalc

2013 (https://scistatcalc.blogspot.com/2013/11/mcnemars-test-calculator.html).

3.3 Souvislost mezi specifickymi faktory a vyskytem Giardia intestinalis

Podobné jako v praci Lhotska et al. (2020) jsem se zabyvala souvislostmi mezi nékterymi
zvolenymi specifickymi faktory a vyskytem G. intestinalis. Jednalo se o vliv zivotniho stylu
(zivot ve mésté / vesnici a cestovani), kontakt se zvifaty, pohlavi a vék. U vSech lidskych
vzorkll testovanych na pfitomnost giardie byl zjisStovan vliv Zivotniho stylu na vyskyt
G. intestinalis. Tato kategorie zahrnuje dva faktory, a to (i) zivot ve mésté / vesnici
a (i) cestovani. Vesnice byla definovana po¢tem obyvatel do 2000 obyvatel. Cestovani bylo
rozdéleno do tii kategorii — zadné cestovani, cestovani v ramci Evropy a cestovani mimo
Evropu, podobné¢ jako v ptfedchozi studii Lhotska et al. (2020). Pocet vzorku lidi
(viz kapitola 3.1) se vporovnani se studii Lhotska et al. (2020) lisil (288 vs. 296)
(viz kapitola 4.1). Rozdily mezi kategoriemi v prevalenci G. intestinalis byly vyhodnoceny

s vyuzitim chi-kvadrat testu pomoci softwaru GraphPad Prism 5.0.
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3.4 Modifikovana Sheatherova flota¢ni metoda

VSechny ziskané vzorky exkrementd (lidské i zvifeci) byly vzdy také vySetieny

koproskopicky s vyuzitim Sheatherovy flotace (vice informaci v Brozova, 2019).

Cast kazdého vzorku (pfiblizné o velikosti hrasku) byla rozmichana v destilované vodé
(cca2-3 ml) a homogenizovana ve tfeci misce. Suspenze byla poté prelita pres sitko
do sklenéné¢ zkumavky a odstfedéna pii 600 g po dobu 3 minut. Supernatant byl pak
odstranén a zbyly pelet rozmichan nejprve v malém objemu (cca 1-2 ml) Sheatherova
roztoku (cukerny flotaéni roztok o specifické hustoté 1, 33 (Sheather, 1923). Nasledn¢ byl
Sheatheriv roztok do zkumavky doplnén piiblizné 1 c¢cm pod okraj a pfevracenim byla
zkumavka promichana. Smés byla opét odstiedéna pfi 600 g / 3 min. Na zavér byla
povrchova blanka pomoci bakteriologické klicky pienesena na podlozni sklicko a preparat

byl vysetien pod svételnym mikroskopem (CX22LED, Olympus, CR) pii zvétseni 20-100x.
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4 Vysledky

4.1 Ziskany soubor vzorki

Pro ucely epidemiologické studie na stfevnich prvocich (vice viz Lhotska et al., 2020) bylo
ziskano 428 vzorkl. Pocet vySetfenych vzorkl se 1iSil v porovnani se studii Lhotska et al.
(2020), kde bylo zpracovano 288 lidskych a 136 zvitecich vzorkl na ptitomnost Blastocystis
sp. V této studii jsme vySetfili 428 vzorkd, z toho 296 vzorku stolice od zdravych lidi a 132

vzorki trusu od zvitat ze 14 regiont Ceské republiky (Obr. 3).

Obr. 3: Mapa CR s pivodem ziskanych vzorki (pievzato z publikace Lhotska et al., 2020).

4.2 Vyskyt a prevalence Giardia intestinalis na zakladé gPCR

Pomoci zoptimalizovaného qPCR protokolu specifického pro G. intestinalis byl otestovan
cely soubor vzorka (Tab. 3). Byla zjisténa 7% prevalence G. intestinalis u lidi (22/296).
U zvitat byla G. intestinalis zjisténa u 19 % vzorku (25/132). Ve vzorcich trusu zvifat byla
giardie detekovana u psu (10/54), kocek (4/19), kralika (5/13), prasat (2/3), kravy (1/2), kozy
(1/4), morcete (1/2) a kon¢ (1/15) (vice informaci v tabulce 3). V jednom ptipadé byla
zjisténa giardie u majitele pozitivniho kralika. Bohuzel se ndm nepodafilo ziskat sekvenci
z pozitivniho vzorku majitele, proto nebylo mozné vzorky sekvenéné porovnat a vyjadfit
se k zoonotickému potencialu (viz dale). Navic jsem odhalila také ¢tyfi pripady, kdy byla

pozitivni zvirata (psi, kocky, kralici), ale jejich majitelé byli sSami negativni.
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Tab. 3: Prehled testovanych lidskych a zvifecich vzorkli pomoci qPCR protokolu

pro Giardia intestinalis (N=pocet)

hostitel kategorie N N pozitivni

Homo sapiens asymptomaticti lidé 296 22 (71%)
Canis lupus familiaris psi 54 10 (19%)
Felis silvestris catus kocky 19 4 (21%)
Anas platyrhynchos domesticus kachny 1 0
Anser anser domesticus husy 1 0
Gallus gallus domesticus slepice 8 0
Columba livia domestica holubi 1 0
Psittacus erithacus papousci 1 0
Sus scrofa domestica prasata 3 2 (67%)
Bos primigenius taurus kravy 2 1 (50%)
Capra aegagrus hircus kozy 4 1 (25%)
Ovis aries ovce 6 0
Oryctolagus cuniculus domesticus kralici 13 5 (39%)
Phodopus sungorus kiecci 1 0
Cavia aperea porcellus Mmorcata 2 1 (50%)
Equus caballus kon¢ 15 1 (7%)
Atelerix albiventris jeZei 1 0

4.3. Kvantifikace intenzity infekce giardii v pozitivnich vzorcich

Ve 47 vzorcich, pozitivné testovanych na giardii na zdkladé qPCR, byla zji§tovana intenzita
infekce s pouzitim kvantifika¢ni kfivky v fddovém rozmezi 10 az 10° trofozoitd na vzorek
(Obr. 4; Tab. 4). Ve vétsin¢ ptipadul se jednalo o velmi slabé infekce, odpovidajici hodnotam

1-10* trofozoith na vzorek (Tab. 4).

Tab. 4: Vyhodnoceni intenzity infekce s vyuzitim kvantifikaéni kiivky V rozmezi fadé 10!

az 10° trofozoitii na vzorek (N=podet)

intenzita infekce N pozitivnich vzorku
1-10* 42
10° 3
10 2
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Obr. 4: Kvantifika¢ni kfivka pro qPCR, nastavena v rozmezi ¥add 107" az 10° trofozoitl

na vzorek.

4.4 Porovnani senzitivity diagnostickych metod

Diagnostika G. intestinalis pomoci qPCR byla zvolena na zakladé vysledki mé bakalarské

prace, kde jsem zjistila velmi nizkou citlivost konvenéniho PCR (Brozova, 2019).

Pfi posouzeni senzitivity mezi konvené¢nim PCR a qPCR jsme porovnali 142 vzorkd, které
byly testovany pomoci obou metod. Zatimco konvencni PCR odhalila G. intestinalis pouze
ve 2 ptipadech (2/142), tak u gPCR to bylo ve 22 piipadech (22/142) (Tab. 5). Mezi obéma
metodami byl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Detekce pomoci qPCR je citlivéjsi (32 =
19,01; p<0,01; Tab. 6). Real-time PCR zachytilo vyssi prevalenci u lidi a zvifat (11 %; 27
%), nez konvenéni PCR (1 %; 2 %) (Tab. 5).
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Krome toho byly vSechny vzorky (428) vysetteny také pomoci Sheatherovy flotace, kde byly
zachyceny pouze 2 pozitivni vzorky (Clovek, kralik). Tento vysledek odpovida vysledkiim

ziskanych z konven¢niho PCR.

Tab. 5: Prevalence G. intestinalis ziskané na zakladé¢ dvou diagnostickych metod (PCR

a qPCR) na ¢aste¢ném souboru 142 vzork

PCR gPCR
Lidé Zvirata Lidé Zvirata

1% 2% 11% 27%

Prevalence (1/101) (1/41) (11/101) (11/41)

Tab. 6: Porovnani vysledkt dvou diagnostickych metod (PCR a qPCR) u 142 vzorkd.

McNemaruv test

gPCR
pozitivni  negativni
PCR pozitivni 2 0 2 (1%)
negativni 20 120 140 (99%)
22 (15%) 120 (85%) 142
4.5 Asamblaze

Vzhledem k tomu, Ze jsem s pomoci qPCR zaznamenala pievazné slabé intenzity infekci
giardii ve vzorcich, které byly negativni v konvenénim PCR, bylo téméf nemozné ziskat
sekvence pro urceni asamblazi. Proto se mi podafilo ziskat pouze dv¢ sekvence ze celkovych
47 vzorku pozitivnich metodou qPCR. Konkrétné se jednalo o vzorek kralika a ¢lovéka, ktefi

spolu nebyli v Zadném kontaktu. Oba vzorky patii do asamblaze B.
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4.6 Korelace vyskytu Giardia intestinalis s vybranymi specifickymi faktory

Na zaklad¢ informaci z vyplnénych dotaznikti od dobrovolnika (vice informaci viz kapitola
3.1) bylo u vsech vzorku pozitivnich v qPCR zjistovano, jestli existuji n¢jaké korelace

mezi vyskytem G. intestinalis a nékterymi faktory uvedenymi nize.

4.6.1 Zivotni styl
Zivot ve m&st& / vesnici

Ze souboru 296 vzorku lidi zije na vesnici 83 lidi (28 %) a ve mésté 213 lidi (72 %). U lidi
na vesnici byla zjisténa prevalence 5 % (4/83), zatimco u lidi Zijicich ve mésté, byla
detekovana prevalence vyssi, a to 8 % (18/213). Rozdil mezi obéma kategoriemi je

statisticky nevyznamny (p = 0,14).
Cestovani

Z celkového poctu vzorka lidi, 52 (18 %) uvedlo, ze vlibec necestovalo a v ramci Evropy
cestovalo 244 1idi (82 %), z nichz 104 lidi (35 %) cestovalo i mimo Evropu. U jedinct, ktefi
necestuji, byla detekovana 10% prevalence G. intestinalis (5/52), u cestovateld v ramci
Evropy byla zachycena prevalence 7 % (17/244) a u lidi, ktefi cestovali i mimo Evropu, byla
zachycena prevalence 9 % (9/104). Nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil
(p = 0,25) mezi skupinami, které necestuji nebo cestuji pouze v ramci Evropy a ani u skupin,

které necestuji nebo cestuji mimo Evropu (p = 0,42).

4.6.2 Kontakt se zviraty

Pro vyhodnoceni korelace mezi vyskytem G. intestinalis a kontaktem se zvifaty jsem
vytvorila dvé kategorie a to (i) domaci zvirata (psi, kocky) a (ii) hospodaiska zvitata (kravy,
prasata, kong, ovce, kozy, dribez). Z 296 vysettenych lidskych vzorkt byl kontakt se zvitaty
velmi Casty, a to u 252 1idi (85 %). V kontaktu se zviraty nebylo pouze 44 lidi (15 %).
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Giardia intestinalis byla zachycena u 22 lidi, ktefi byli v kontaktu se zvifaty. To znamena,

Ze byla zjisténa prevalence 9 % (22/252); u lidi bez kontaktu se zvitaty to bylo 0 %.

Kontakt se zvifaty byl jesté rozdélen na dvé podskupiny — kontakt s domacimi zvifaty (252)
a kontakt i s hospodarskymi zvitaty (72). U lidi v kontaktu s domacimi zvitaty bylo 22
pozitivnich vzorku z celkovych 252 vzorkd (9 %). U lidi v kontaktu i s hospodarskymi
zvifaty, bylo pozitivnich 5 vzorka ze 72 (7 %). Je statisticky vyznamné, jestli byli lidé
v kontaktu se zvifaty (p = 0,02), ale neni statisticky rozdil v tom, zda se jednalo o domaci

nebo hospodarska zvitata (p = 0,31).

4.6.3 Pohlavi a vék

Vliv pohlavi na prevalenci giardie

Z 296 ziskanych lidskych vzorkl se jednalo ve 172 pfipadech o Zeny a ve 124 o muze.
O trochu vyssi prevalenci jsme zachytili u Zen, a to 9 % (16/172). U muzt byla prevalence 5
% (6/124). Rozdil mezi kategoriemi v prevalenci giardie u muz a Zen neni statisticky

vyznamny (p = 0,07).
Vliv véku na prevalenci

Testované lidské vzorky byly rozdéleny do osmi vékovych kategorii (Lhotska et al., 2020)
za ucelem zjisténi prevalenci v konkrétnich v€kovych skupinach. Kategorizace dle veéku
v nasi studii vytvofila rizné velké soubory s nerovnomérné zastoupenymi pocty vzorkd,
které lze velmi obtizné srovnavat. Nejpocetnéji zastoupené vékové skupiny byly 18-30 let
(73 ziskanych vzorki) a 31-49 let (88 vzorkil). Naopak nejméné zastoupenou skupinou byla
skupina 13-17, kde byly ziskany pouze 4 vzorky. Po¢ty vzorkd v jednotlivych kategoriich
lze vidét v tabulce 7. Nejvice pozitivnich vzorkt giardie bylo nalezeno u vékovych skupin
18-30 let (7 pozitivnich vzorki; 10 %) a 31-49 let (7 pozitivnich vzorki; 8 %). Nejvyssi
prevalence byla zaznamenana u vékové skupiny 0-3 let (11 %), nicméné v této skupiné bylo
ziskano mén¢ vzorku, neZz v ostatnich skupinach. Naopak G. intestinalis nebyla nalezena
u déti a dospivajicich ve vékovych skupinach 4-6 let, 7-12 let a 13-17 let (vice informaci

v tabulce 7).
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Tab. 7: Vyskyt Giardia intestinalis dle vékovych kategorii

Vékové kategorie VySetiené vzorky Pozitivni vzorky Prevalence
0-3 let 18 2 11%
4-6 let 14 0 0%
7-12 let 16 0 0%
13-17 let 4 0 0%
18-30 let 73 7 10 %
31-49 let 88 7 8 %
50-60 let 36 3 8 %
Nad 60 let 47 3 6 %

4.7 Testovani vnitini inhibice

Vsechny vzorky, které vysSly negativné na pfitomnost stfevnich prvoku (248), byly
podrobeny testu vnitini inhibice. Ukdzalo se, ze k wvnitini inhibici nedoslo u zadného

Ze vzorku.
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5 Diskuze

Vyskyt stievniho prvoka Giardia intestinalis je kosmopolitni a jeho prevalence se vyrazné
1i$i mezi rozvojovymi a industrializovanymi zemémi. O vyskytu a prevalenci G. intestinalis
u zdravych lidi (tj. u lidi bez stievnich obtizi) ve vyspélych zemich se stale mnoho nevi,
protoze se pozornost v klinickém sektoru zamétuje piedev§im na akutni pfipady giardiozy
(Segui et al., 2018).V ramci mé diplomové prace jsem zjistovala vyskyt a prevalenci G.
intestinalis ve zdravé populaci lidi a zvifat v Ceské republice. Pomoci qPCR byl otestovan
cely soubor 428 vzorku stolice / trusu, tj. 296 vzorkt od lidi a 132 vzorki od zvifat.
V piipad¢ vzorku trusu zvifat jsme testovali pouze ta zvitata, ktera byla v blizkém kontaktu

s dobrovolniky zafazenymi do studie (pro vice informaci kapitola 3.1).
Prevalence u asymptomatickych lidi

V této praci byla zjisténa 7% prevalence G. intestinalis u lidi (22/296). Moje vysledky
se témé&f shoduji s bézné uvadénou prevalenci giardie ve vyspélych zemich, a to 2 az 5 %
(Samie et al., 2020). Naopak v rozvojovych zemich je prevalence vyssi a to v rozmezi od 20
do 40 % (Abdullah et al., 2016; Samie et al., 2020). Dosud ovSem neni zadna srovnatelna
epidemiologicka studie zamétena na vyskyt G. intestinalis u asymptomatickych lidi, které by
navic vyuzili qPCR pro diagnostiku. Studie o asymptomatickych infekci G. intestinalis byly
zatim provadény pievazné u déti nikoliv ve zdravé populaci dospélych (napt. Muadica et al.,
2020; Oliveira-Arbex et al., 2016; Reh et al., 2019; Tembo et al., 2020).

Naptiklad autofi studie provedené ve Spanélsku se zaméfili na vyskyt giardie
u asymptomatickych déti s vyuzitim qPCR. U asymptomatickych déti zachytili prevalenci 17
% (263/1512) (Muadica et al., 2020). My jsme v nasem Souboru vzorkt u asymptomatickych
lidi zachytili prevalenci 7 % (22/296) a u déti ve srovnatelné vekové kategorii jako
u Spanélské studie se jednalo o prevalenci 4 % (2/52). Rozdil ve zjisténych prevalencich
muze souviset s faktem, Ze ve studii Muadica et al. (2020) bylo analyzovano mnohem vétsi
mnozstvi vzorkli od déti (1512), nez v nasi studii (52). V ni jsme se totiz zamé&fili na vice

vekovych kategorii, nez jen na déti.
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Prevalence u zvirat

Giardia intestinalis byla diagnostikovana u 19% zvifecich vzorku (25/132). Giardie byla
zachycena u téchto zvitat - pst (10/54), kocek (4/19), kralika (5/13), prasat (2/3), kravy
(1/2), kozy (1/4), morcete (1/2) a kon¢ (1/15). Prevalence giardie u psi se obecné pohybuje
mezi 0,4 a 34 % (Becker et al. 2012; Solarczyk a Majewska, 2010; Uiterwijk et al., 2018).
Ve studii Uiterwijk et al. (2018) vysettili pomoci qPCR 646 vzorka trusu pst z Holandska
a detekovali prevalenci 29 % (189/646). V nasi studii byla u psi zjisténa prevalence nizsi,
ato 19 % (10/54). V piipadé kocek byla ve studii Enemark et al. (2020) zaznamenana
prevalence 7 % (20/284). V nasi studii byla u kocek zjisténa prevalence vyssi, a to 21 %
(4/19). Napriiklad v Etiopii dosahovala prevalence G. intestinalis u telat 38 % (126/330)
(Hailu et al., 2020). V nasi praci jsme u krav zachytili prevalenci 50 % (1/2). Nicmén¢
ziskali jsme pouze dva kravské vzorky oproti studii v Etiopii, kde vySetfili mnohem vice
vzorkt (330). V Ciné detekovali prevalenci G. intestinalis u ovci a koz. U koz zaznamenali
prevalenci 4,8 % (16/336) a u ovci 21,8 % (71/325) (Chen et al., 2019). V nasi studii jsme
u koz zjistili prevalenci 25 % (1/4) a u ovci jsme giardii nezachytili viibec (0/6). V Ciné také
zjistovali pfitomnost G. intestinalis u kralikii a zaznamenali prevalenci 3,54 % (19/537)
(Tang et al., 2021). V nasi studii jsme u kralika detekovali prevalenci vyssi, a to 39 % (5/13).
Naptiklad na Taiwanu zjistili prevalenci giardie u prasat 4,26 % (6/141) (Lam et al., 2021).
V Dansku se také zaméfili na prevalenci G. intestinalis u prasat a zaznamenali prevalenci
33 % (86/259) (Stensvold et al., 2021). V této studii jsme u prasat zjistili prevalenci 67 %

(2/3). Ziskali jsme vSak méné vzorkd.
Porovnani senzitivity diagnostickych metod

Pro posouzeni senzitivity pii detekci G. intestinalis mezi konvené¢nim PCR a gPCR byla
pouzita pouze ¢ast souboru vzorku (101 vzorku od lidi a 41 vzorkt od zvitat). Tyto vzorky
byly otestovany obéma metodami. Srovnano bylo pouze 142 vzorkl, protoze Vv mé
bakalarské praci (Brozova, 2019) byla zjisténa velmi nizka citlivost konven¢niho PCR.
Z téchto duvodi jsme pomoci konvenéniho PCR zpracovali pouze 142 vzorki a rozhodli
jsme se rad&ji zavést qPCR diagnosticky protokol pro detekci G. intestinalis. U 142
srovnavanych vzorkd jsme pomoci qPCR zachytili vyssi prevalenci giardie (11 % u lidi;

27 % zvitecich vzorkl), nez pomoci konvenéniho PCR (1 % u lidi; 2 % zvifecich vzorku).
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Rozdily mezi obéma metodami byly statisticky vyznamné. Detekce pomoci qPCR je

citlivéjsi (32 = 19,01; p < 0,01).

Testovani citlivosti konvenéniho PCR pro detekci G. intestinalis na zakladé genu
pro triosafosfatizomerazu (TPI) pro detekci G. intestinalis bylo pfedmétem moji bakalarské
prace (Brozova, 2019). Citlivost konvencniho PCR jsem testovala na sérii vzorkl obsahujici
rizné pocty trofozoitl giardie ziskané z kultury, tzn. byla vytvofena desitkova fedici fada
od 102 do10* bunek. Vysledky ukazaly, Ze konvencni PCR snadno odhali intenzity infekce
od 10* buné&k ve vzorku, ale slabsi infekce neni schopno zachytit (Brozova, 2019). Obecné je
problém s citlivosti i specificitou dostupnych geni pro detekci G. intestinalis. Tento problém
je diskutovan napiiklad v praci Capewell et al. (2020). Citlivost gPCR zde byla vyssi.
Dle kvantifika¢ni kiivky (viadovém rozmezi 10 az 10° trofozoiti na vzorek) byly
vyhodnoceny intenzity infekci ve 47 (47/428) pozitivné testovanych vzorcich. Ve vétsiné
pripadi se jednalo o velmi slabé infekce, odpovidajici hodnotam 1-10! trofozoitt na vzorek.
Podobné vysledky popisuji také autofi studie Belkessa et al. (2021) stim, ze gPCR je
citlivéj§i metoda pro detekci giardie nez konvenéni PCR pro gen TPI. Oba molekulérni
pristupy autofi testovali na 119 vzorcich stolice ziskanych od pacienti v Alzirsku. Zatimco

gPCR odhalilo 80 pozitivnich vzorkd, tak konven¢ni PCR pouze 48 pozitivnich vzork.

Dostupna literatura uvadi, ze prevalence G. intestinalis se v rozvinutych zemich pohybuje
mezi 2 az 5 % (Samie et al., 2020). Vétsina téchto studii vSak pouzivala konvencni PCR,
coz by mohlo vysvétlit rozdily v prevalenci oproti nasi studii. Nase vysledky poukazuji
na fakt, ze qPCR je citlivéjsi metoda vhodna k detekci asymptomatickych infekci G.
intestinalis. Také ve studii Uiterwijk et al. (2018) doporucuji autofi qPCR jako cenny

screeningovy nastroj, protoze vykazoval velmi vysokou citlivost (97 %).

Ve studii Tembo et al. (2020) v Zambii se také zamé&fili na asymptomatické jedince,
ato konkrétné na 329 asymptomatickych Skolnich déti ve véku 3-16 let. Giardii
mikroskopicky nalezli v 10 % (33/329) vzorku stolice. V nasem souboru vzorkl jsme
mikroskopicky pomoci flotace zachytili prevalenci G. intestinalis pouze 0,5 % (2/428)

(¢lovék, kralik). Nejcitliveéjsi metodou v nasi praci se ukazalo qPCR (47/428).
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Asamblaze

Asamblaze Ize urcit pouze na zakladé sekvenci ziskanych z konvenéniho PCR pro gen TPI
anasledného Sangerova sekvenovani. Ale tento vlastni PCR protokol ovsem nema
dostate¢nou citlivost, jak je zminéno vyse (Brozova, 2019). Na zaklad¢ kvantifikacni kiivky
pro qPCR jsem nasledné pti vyhodnocovani intenzit infekci u 47 pozitivnich vzork zjistila,
7e se vétsinou jednalo o velmi slabé infekce v fadovych hodnotich 1-10' trofozoitl
na vzorek. Vlivem slabych infekci a nedostatecné citlivosti konven¢niho PCR se mi proto
podaftilo ziskat pouze dvé sekvence. Jednalo se konkrétné o vzorek ¢loveka a kralika, kteti

spolu nebyli v bliz§im kontaktu. Oba vzorky patii do asamblaze B.

Podobnad situace je popisovana autory studie Azcona-Gutie'rrez et al. (2017), ktefi také méli
problém se ziskanim sekvenci kvili nizké citlivosti konvenéniho PCR. Pomoci qPCR
zachytili 90 pozitivnich vzorkd od pacientd z nemocnice, ale naslednou amplifikaci pomoci
konvenc¢niho PCR ziskali pouze 16 sekvenci. Tato fakta jsou podpofena také dalsi studii
Belkessa et al. (2021), kde na zaklad¢ vysledka konstatovali, ze qPCR je citlivéj$i metoda
pro diagnostiku G. intestinalis a ze ziskani sekvenci na zakladé¢ genu pro TPI je mozné

jen u stiedné az silné pozitivnich vzorku.

Do budoucna bude potieba najit nové nastroje pro urcovani asamblazi giardii u jedinct
se slabou intenzitou infekce. Soucasné markery pro genotypizaci giardie totiz neposkytuji
dostatecné kvality k ziskani sekvenci u slabych infekci. Navic situaci mize komplikovat
pohled na asamblaze jako na samostatné druhy s podstatné $ir$i vnitrodruhovou variabilitou,

nez se ocekavalo (Monis et al., 2009; Capewell et al., 2020).
Korelace vyskytu Giardia intestinalis s vybranymi specifickymi faktory

V této praci jsme se diky ziskanym informacim z dotazniki (Lhotska et al., 2020) také
zaméfili na korelace mezi vybranymi specifickymi faktory a vyskytem G. intestinalis.
V piipadé této studie se jednalo o vyuziti informaci o vlivu zivotniho stylu (Zivot ve mésté /

na vesnici a cestovani), kontaktu se zvitaty, pohlavi a veku.
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Zivot ve mésté / na vesnici

Lidé Zijici ve venkovskych oblastech jsou pravdépodobné ¢astéji vystaveni zdrojum infekce
giardiemi, kterymi jsou kontaminovana voda, potrava a kontakt se zvitaty (Al-Mekhlafi,
2017). Napriklad Al-Mekhlafi (2017) sledoval vyskyt giardie a souvislost s rizikovymi
faktory ve venkovskych komunitach v Jemenu. Zjistil prevalenci G. intestinalis 28 %
(170/605). V Argentiné ve venkovskych oblastech byla detekovana prevalence giardie 25 %
(54/218) (Candela et al., 2021). Langbang a kol., se zaméfili na porovnani vyskytu stievnich
paraziti mezi venkovskymi a méstskymi populacemi Vv jizni Indii (Langbang et al., 2017).
Celkem vysetiili 500 vzorkid stolice od lidi zvesnic a 506 z méstského prostiedi.
U venkovského obyvatelstva zaznamenali 2x vyssi prevalenci giardie (21 %) neZ u lidi
zmést (10 %). Také ve studii Viesy etal. (2020) byla giardie zachycena Ccastéji
ve venkovskych oblastech (64 %), nez ve méstech (36 %). V nasi studii jsme naopak zjistili
mirn¢ vyss§i prevalenci u lidi pochazejicich z méstskych oblasti, a to 8 % (18/213). U lidi
Zijicich na vesnici to bylo 5 % (4/83). Zjisténé rozdily ale nejsou statisticky vyznamné
(p = 0,14) a mohou byt zptisobeny tim, ze v nasi studii jsme obdrzeli méné vzorka z vesnic
oproti vzorkiim z mést. Ze ziskanych vysledki v Ceské republice se tedy zdd, Ze vyskyt

asymptomatickych infekci G. intestinalis je ve mésté i na vesnici srovnatelny.
Cestovani

Za jeden z dulezitych faktorti pfispivajicich k nakaze giardii je povazovano Cestovani
(napf. Ferguson et al., 2020). Proto jsem analyzovala mozny vliv cestovani na vyskyt giardie

u lidi z Ceské republiky.

Soubor lidskych vzorka jsem rozdélila do tfi skupin podle vztahu k cestovani a jeho
charakteru dle Lhotska et al. (2020), a to na: (i) lidi, ktefi necestuji, (ii) lidi cestujici pouze
vramci Evropy a (iii) lidi cestujici i mimo Evropu. Nebyl nalezen zadny statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,25) mezi skupinami, které necestuji (10 %) nebo cestuji pouze
vramci Evropy (7 %). Statisticky rozdil (p = 0,42) nebyl nalezen ani u skupin, které

necestuji (10 %) nebo cestuji mimo Evropu (9 %).

V praci Reses et al. (2018) autofi zjistili vyskyt giardie u 199 lidi v USA a poukazuji

na spojeni vyskytu giardii S cestovnimi aktivitami sledovanych lidi. Podobné¢ muze
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pfedstavovat zvySenou pravdépodobnost ndkazy giardii také kempovéani, a to kvuli
konzumaci nedostatecné tepelné upraveného jidla, piti neupravené vody z ptirodnich zdrojt

a omezenym hygienickym podminkam (Reses et al., 2018).
Kontakt se zviraty

U lidi jsou giardiové infekce vétSinou zpisobeny asamblazemi A a B. Tyto dvé asamblaze
vykazuji Sirokou hostitelskou specifitu, a tedy 1 jisty zoonoticky potencial (Caccio et al.
2018). Asamblaze C az H jsou hostitelsky specifické (zviteci hostitel¢). U lidi byly zjistény
pouze sporadicky; ziskané sekvence byly totiz podobné asamblazim C az H (Fantinatti et al.,
2020, Ryan a Zahedi, 2019). Zminéna fakta naznacuji, Ze soucasné nastroje pro genotypizaci

vvvvvv

zoonoticky potencial (Capewell et al., 2020).

V nasi studii byla G. intestinalis pomoci qPCR zachycena pouze u 22 lidi, ktefi byli
v kontaktu se zvifaty. Zjisténa prevalence u této skupiny lidi byla 9 % (22/252). Naopak
u skupiny lidi bez kontaktu se zvifaty nebyla giardie zjisténa vibec (0/44). Je tedy statisticky
vyznamné, jestli byli lidé v kontaktu se zvifaty (p = 0,02).

Lidi, kteti byli v kontaktu se zvifaty, jsem jesté dale rozdélila na dvé podskupiny: (i) lidé
v kontaktu s domacimi zvitaty (252) a (ii) lidé, kteti jsou v kontaktu i s hospodaiskymi
zvitaty (72) (Lhotska et al. 2020). U lidi v kontaktu s domacimi zvifaty bylo 22 pozitivnich
vzorku z celkovych 252 vzorkt pozitivnich (9 %) a u lidi, ktefi jsou navic i v kontaktu
s hospodaiskymi zvitaty, bylo pozitivnich 5 vzorkl ze 72 (7 %). Tento rozdil neni statisticky
vyznamny (p = 0,31). Naopak statisticky vyznamné je, jestli byli lidé v kontaktu se zvitaty
nebo nikoli (p = 0,02), neni ale podstatné, zda se jednalo o domaci, nebo hospodaiska zvifata
(p = 0,31). Uzky kontakt se zvifaty se zda byt jednim z kli¢ovych faktorti pro pienos giardie
na Clovéka i v dalSich studiich (Al-Mekhlafi, 2017; Candela et al., 2021). V Brazilii
se zaméfili na detekci asamblazi pst a déti ze stejnych domacnosti (De Quadros et al., 2016).
Autofi zjistili, ze infekce déti a psa sdilejicich stejnou domacnost byva stejnou asamblazi

(B-IV), coz naznacuje, Ze psi mohou byt potencialnim zdrojem G. intestinalis pro ¢lovéka.
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Pohlavi

Dal$im hodnocenym faktorem bylo pohlavi sledovanych osob. Existuje vice studii,
ve kterych byla zaznamenana vyssi prevalence giardie u muzi nez u Zen (napt. Al-Mekhlafi,
2017; Ferguson et al., 2020; Viesy et al., 2020.) V nasi praci jsme zaznamenali naopak vyssi
prevalenci u Zen, a to 9 %. U muzi vysla prevalence 5 %. Tento rozdil ovSem neni
statisticky vyznamny (p = 0,07). Podobné i v Samie et al. (2020) zaznamenali vyssi

prevalenci G. intestinalis u zen (24 %) nez u muzi (14 %).
Vék

Dalsim faktorem, na ktery jsme se zaméfili, byl vék. Testované lidské vzorky byly rozdéleny
do osmi vékovych kategorii za ucelem zjisténi prevalenci v konkrétnich vékovych
skupinach. Kategorizace dle véku v na$i studii vytvofila rizné velké soubory vzorki
s nerovnomérn¢ zastoupenymi pocty vzorku, které lze obtizné srovnavat. Nejvétsi zastoupeni
pozitivnich vzorkl giardie bylo nalezeno u vékovych skupin 18-30 let (7 pozitivnich vzorki)
a 31-49 let (7 pozitivnich vzorkt). Také ve studiich Viesy et al. (2020) a Ferguson et al.
(2020) zaznamenali v téchto v€kovych skupinach nejvice pozitivnich nalezd. V nasi studii
byla nejvyssi prevalence zjisténa u vékové skupiny 0-3 let (11 %), ale v této skupiné bylo
ziskano mén¢ vzorkl nez Vv ostatnich skupinach. Stejn¢ tak ve studii Al-Mekhlafi (2017) byla
nejvyssi prevalence zjisténa u malych déti do 5 let a méné (33,3 %). Prevalence giardie
u takto malych déti patiila také ve studii Ferguson et al. (2020) kjedné z nejvyssich

zaznamenanych prevalenci.

V nasi studii nebyla G. intestinalis nalezena u déti a dospivajicich ve vékovych skupinach
4-6 let, 7-12 let a 13-17 let. Autofi studie Viesy et al. (2020) také pozorovali nejnizsi uroven
infekce ve skupiné 13-19 let. Naopak ve studii Candela et al. (2021) zaznamenali giardii

nejcasteji u skupiny 4-6 let. Nam se u této skupiny nepodatilo nalézt zadny pozitivni vzorek.

V projektu Sanchez et al. (2017) byla vyuzita qPCR diagnostika k vySetieni stolice ziskané
od déti ve veéku 1 az 15 let na tzemi kolem Kolumbijského povodi Amazonky. Autofi
zachytili daleko vyssi prevalenci, a to 65 % (184/284). Takto vysoka prevalence nejspise
souvisi s tim, ze lidé zijici v podobnych oblastech maji mnohem horsi hygienické podminky,

coz podporuje fekalné-oralni prenos giardie (Sanchez et al., 2017). My jsme v naSem
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souboru vzorkl u asymptomatickych lidi zachytili prevalenci 7 % (22/296) a u déti do 16 let
se jednalo o 4% prevalenci (2/52). V Zambii se také zaméfili na asymptomatické jedince,
ato konkrétn¢ na 329 asymptomatickych Skolnich déti ve véku 3-16 let (Tembo et al.,
2020). Zjistili 10% prevalenci giardie (33/329).
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6 Zavér

V této praci se mi pomoci qPCR podafilo otestovat 428 vzorkd na pfitomnost stievniho
prvoka Giardia intestinalis. Jednalo se 0 296 vzorka stolice od zdravych dobrovolniki
(tj. u lidi bez stievnich potizi) a 132 vzorkl trusu od zvifat (s nimiz jsou vySetfovani lidé
v kontaktu) z Ceské republiky. Zavedla jsem diagnosticky qPCR protokol pro detekci
G. intestinalis a zjistila jeji prevalenci. Celkova prevalence G. intestinalis u lidi byla 7 %.

U zvitat jsme zachytili 19 % pozitivnich vzorkd.

Pfi porovnani dvou molekularnich diagnostickych metod (konven¢ni PCR a qPCR) se gPCR
ukazala jako citlivéjsi a vhodné&jsi metoda pro detekci vyskytu G. intestinalis. Citlivost obou
metod byla porovndna na casteCném souboru 142 vzorkt (101 lidskych a 41 zvitecich).
Konven¢énim PCR byla zjiSténa prevalence 1 % u lidi a 2 % u zvifecich vzorkd. Pomoci
gqPCR byla odhalena vyssi prevalence, a to 11 % u lidi a 27 % u zvifecich vzorkd. Metoda
gPCR se ukazala byt 11x citlivéjsi pro detekci giardie, protoze zachyti slabé intenzity infekci
v fadech az 101, Oproti tomu pomoci konvenéni PCR je mozné zachytit pouze intenzity

infekce az od 10* a vice trofozoitt na vzorek.

Déle jsme u vSech vzorkli zjistovali vliv nékolika vybranych faktorti na piitomnost
G. intestinalis. Zaznamenali jsme vys§i prevalenci giardie u lidi Zijicich ve méstech 8 %,
nez u lidi na vesnici 5 %. Tyto rozdily nejsou ale statisticky vyznamné (p = 0,14). U faktoru
cestovani nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil (p = 0,25) mezi skupinami, které
necestuji (10 %) nebo cestuji pouze v ramci Evropy (7 %). Statisticky rozdil (p = 0,42) nebyl

nalezen ani u skupin, které necestuji viibec (10 %) nebo cestuji mimo Evropu (9 %).

Dalsi kategorii, u které se G. intestinalis vyskytovala, jsou lidé v kontaktu se zvitaty
(prevalence 9 %). U lidi bez kontaktu se zvifaty nebyl nalezen zadny piipad piitomnosti
giardie. Je tedy statisticky vyznamné, jestli byli lidé v kontaktu se zvitaty (p = 0,02), ale neni
statisticky vyznamné (p = 0,31), zda se jednalo o domaci (9 %) nebo hospodarska zvirata (7
%). V kategorii pohlavi jsme zaznamenali prevalenci G. intestinalis vyssi u zen (9 %),
nezUmuzi (5 %). Tento rozdil ovSem neni statisticky vyznamny (p = 0,07). Rozdily
v prevalenci byly zaznamenany mezi ve€kovymi kategoriemi, kdy nejvyssi procento
pozitivnich vzorkll bylo zaznamenano u vékové skupiny 0-3 let (11 %), coz mlze ale byt

zkresleno niz§im pocétem ziskanych vzorkd od této skupiny. Naopak pickvapivé
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G. intestinalis nebyla nalezena u déti a dospivajicich ve vékovych skupinach 4-6 let, 7-12 let
a 13-17 let. Opét to miize byt zpiisobeno tim, Ze od téchto skupin bylo ziskdno méné vzork.
Nicméné vzhledem k nerovnomérnému poctu vzorkl zastoupenych u jednotlivych vékovych

kategorii nelze pfili§ vyvozovat vaznéjsi zaveéry.

33



7/ Seznam pouZité literatury

Abdullah I, Tak H, Ahmad F (2016). Predominance of gastrointestinal protozoan parasites
in children: A brief review. Journal of health education research and development, 1:
01-06.

Alharbi A, Toulah FH, Wakid MH, Azhar E, Farraj S, Mirza AA (2020). Detection
of Giardia lamblia by microscopic examination, rapid chromatographic immunoassay

test, and molecular technique. Cureus, 12:¢10287.

Al-Mekhlafi HM (2017). Giardia duodenalis infection among rural communities in Yemen:
A community-based assessment of the prevalence and associated risk factors. Asian

pacific journal of tropical medicine, 10: 987—995.

Allain T, Chaouch S, Thomas M, Travers M, Valle I, Langella P (2018). Bile salt
hydrolase activities : A novel target to screen anti- Giardia Lactobacilli. Frontiers in

microbiology, 9: 89.

Allain T and Buret AG (2020). Pathogenesis and post-infectious complications in

giardiasis. Advances in parasitology, 107:173-199.

Azcona-Gutie’rrez M, Lucio AD, Herna M, Soria-Blanco LM, Fuentes I, Carmena D
(2017). Molecular diversity and frequency of the diarrheagenic enteric protozoan
Giardia duodenalis and Cryptosporidium spp . in a hospital setting in Northern Spain.
Plos One, 12: e0178575.

Barash NR, Maloney JG, Singer SM, Dawson SC (2017). Giardia alters commensal

microbial diversity throughout the murine gut. Infection and immunity, 85: e00948.

Becker AC, Rohen M, Epe C, Schnieder T (2012). Prevalence of endoparasites in stray

and fostered dogs and cats in northern Germany. Parasitology research, 111:849-57.

Beer KD, Coller SA, Du F, Gargano JW (2017). Giardiasis diagnosis and treatment
practices among commercially insured persons in the United States Karlyn. Clinical
infectious diseases, 64: 1244-1250.

34



Belkessa S, Thomas-Lopez D, Houali K, Ghalmi F, Stensvold CR (2021). Molecular
characterization of Giardia duodenalis in children and adults sampled in Algeria.

Microorganisms, 9: 54.

Berry ASF, Johnson K, Martins R, Sullivan MC, Farias Amorim C, Putre A, Scott A,
Wang S, Lindsay B, Baldassano RN, Nolan TJ, Beiting DP (2020). Natural infection
with Giardia is associated with altered community structure of the human and canine

gut microbiome. mSphere, 5:e00670-20.

Beyhan MY and Cengiz ZT (2017). Comparison of microscopy , ELISA , and real-time
PCR for detection of Giardia intestinalis in human stool specimens. Turkish journal of
medical sciences, 47:1295-12909.

Boadi S, Polley SD, Kilburn S, Mills GA, Chiodini PL (2014). A critical assessment of
two real-time PCR assays targeting the (SSU) rRNA and gdh genes for the molecular
identification of Giardia intestinalis in a clinical laboratory. Journal of clinical
pathology, 67:811-816.

Bouzid M, Halai K, Jeffreys D, Hunter PR (2015). The prevalence of Giardia infection in
dogs and cats, a systematic review and meta-analysis of prevalence studies from stool
samples. Veterinary parasitology, 207: 181-202.

BrozZova K, (2019): Studium prevalence G. intestinalis [Study of prevalence G. intestinalis.
Bc. Thesis, in Czech] — 45 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské
Budéjovice, Czech Republic.

Caccio SM, Beck R, Lalle M, Marinculic A, Pozio E (2008). Multilocus genotyping of
Giardia duodenalis reveals striking differences between assemblages A and B.
International journal for parasitology, 38:1523-31.

Caccio SM, Lalle M, Svird SG (2018). Host specificity in the Giardia duodenalis species

complex. Infection, genetics nd evolution, 66:335-345.

Candela E, Goizueta C, Periago MV, Muiioz-Antoli C (2021). Prevalence of intestinal
parasites and molecular characterization of Giardia intestinalis, Blastocystis spp. and

35



Entamoeba histolytica in the village of Fortin Mbororé (Puerto Iguazu, Misiones,
Argentina). Parasites and vectors, 14: 510.

Caiiete R, Diaz MM, Avalos Garcia R, Laud Martinez PM, Manuel Ponce F (2012).
Intestinal parasites in children from a day care centre in Matanzas City, Cuba. Plos
One, 7: 51394.

Capewell P, Krumrie S, Katzer F, Alexander CL, Weir W (2020). Parasitology
molecular epidemiology of Giardia infections in the genomic era. Trends in
parasitology, 37: 142-153.

Chen D, Zou Y, Li Z, Wang SS, Xie SC, Shi LQ, Zou FC, Yang JF, Zhao GH, Zhu XQ
(2019). Occurrence and multilocus genotyping of Giardia duodenalis in black-boned

sheep and goats in southwestern China. Parasites and vectors, 12:102.

Certad G, Viscogliosi E, Chabé M, Caccio SM (2017). Pathogenic mechanisms of
Cryptosporidium and Giardia. Trends in parasitology, 33: 561-576.

Choy SH, Al-Mekhlafi HM, Mahdy MAK, Nasr NN, Sulaiman M, Lim YAL (2014).
Prevalence and associated risk factors of Giardia infection among indigenous
communities in rural Malaysia. Scientific reports, 4: 69009.

Coffey CM, Collier SA, Gleason M E, Yoder JS, Kirk MD, Richardson AM (2021).
Evolving epidemiology of reported giardiasis cases in the United States, 1995-2016.
Clinical infectious diseases, 72: 764—770.

Daryani A, Sharif M, Nasrolahei M, Khalilian A, Mohammadi A, Barzegar G (2012).
Epidemiological survey of the prevalence of intestinal parasites among schoolchildren
in Sari, northern Iran. Transactions of the royal society of tropical medicine and
hygiene, 106: 455-459.

Davies AP, Campbell B, Evans MR, Bone A, Roche A, Chalmers RM (2009).
Asymptomatic carriage of protozoan parasites in children in day care centers in the

United kingdom. The Pediatric infectious disease journal, 28:838-40.

36



Deng L, Li W, Zhong Z, Liu X, Chai Y, Luo X, Song Y, Wang W, Gong C, Huang X,
Hu Y, Fu H, He M, Wang Y, Zhang Y, Wu K, Cao S, Peng G (2017). Prevalence
and molecular characterization of Giardia intestinalis in racehorses from the Sichuan

province of southwestern China. Plos One, 12: e0189728.

De Quadros RM, Weiss PHE, Marques SMT, Miletti LC (2016). Potential cross-
contamination of similar giardia duodenalis assemblage in children and pet dogs in
southern Brazil, as determined by PCR-RFLP. Revista do instituto de medicina tropical
de Sao Paulo, 58: 3-9.

de Wit MA, Koopmans MP, Kortbeek LM, van Leeuwen NJ, Bartelds Al, van
Duynhoven YT (2001). Gastroenteritis in sentinel general practices, the Netherlands.

Emerging infectious diseases, 7:82-91.

Dubna S, Langrova I, Napravnik J, Jankovska I, Vadlejch J, Pekar S, Fechtner J
(2007). The prevalence of intestinal parasites in dogs from Prague, rural areas, and

shelters of the Czech Republic. Veterinary parasitology, 145: 120-128.

Ekdahl K and Andersson Y (2005). Imported giardiasis: Impact of international travel,
immigration, and adoption. American journal of tropical medicine and hygiene, 72:
825-830.

Elwin K, Fairclough HV, Hadfield SJ, Chalmers RM (2014). Giardia duodenalis typing
from stools: a comparison of three approaches to extracting DNA, and validation of a
probe-based real-time PCR typing assay. Journal of medical microbiology, 63:38-44.

Enemark HL, Starostka TP, Larsen B, Takeuchi-Storm N, Thamsborg SM (2020).
Giardia and Cryptosporidium infections in Danish cats: risk factors and zoonotic
potential. Journal of parasitology research, 119: 2275-2286.

Fantinatti M, Gongalves-Pinto M, Lopes-Oliveira LAP, Da-Cruz AM (2020).
Epidemiology of Giardia duodenalis assemblages in Brazil: There is still a long way to
00. Memorias do instituto Oswaldo Cruz, 115: e200431.

Fekete E, Sosnowski O, Buret AG (2021). Giardia spp. and the gut microbiota : Dangerous

37



liaisons. Frontiers in microbiology, 11: 618106.

Feng Y and Xiao L (2011). Zoonotic potential and molecular epidemiology of Giardia

species and giardiasis. Clinical microbiology reviews, 24: 110-140.

Ferguson LC, Smith-Palmer A, Alexander CL (2020). An update on the incidence of
human giardiasis in Scotland, 2011-2018. Parasites and Vectors, 13: 291.

Fink MY and Singer SM (2017). The intersection of immune responses, microbiota and

pathogenesis in giardiasis. Current clinical microbiology reports, 33: 901-913.

Garcia LS, Arrowood M, Kokoskin E, Al E (2018). Laboratory diagnosis of parasites

from the gastrointestinal tract. Clinical microbiology reviews, 31: e00025.

Gumbo JR, Malaka EM, Odiyo JO, Nare L (2010). The health implications of wastewater
reuse in vegetable irrigation: a case study from Malamulele, South Africa. International

journal of environmental health research, 20: 201-211.

Hailu M, Asmare K, Gebremedhin EZ, Sheferaw D, Gizaw D, Di Marco V, Vitale M
(2020). Cryptosporidium and Giardia infections in dairy calves in southern Ethiopia.

Parasite epidemiology and control, 10: e00155.

Hanevik K, Kristoffersen E, Merch K, Rye KP, Sernes S, Svird S (2017). Giardia-
specific cellular immune responses in post-giardiasis chronic fatigue syndrome. BMC

Immunology, 18: 5.

Hammerbaurova I (2021): Molecular characterization and zoonotic potential of Giardia
intestinalis populations from pets. Mgr. Thesis, 76 p., Faculty of Science, Charles

University.
Heyworth MF (2016). Giardia duodenalis genetic assemblages and hosts. Parasite, 23: 13.

Hijjawi N, Yang R, Hatmal M, Yassin Y, Mharib T (2018). Comparison of ELISA,
nested PCR and sequencing and a novel qPCR for detection of Giardia isolates from

Jordan. Experimental Parasitology, 185: 23-28.

38



Hill C, Guarner F, Reid G, Gibson GR, Merenstein DJ, Pot B (2014). The International
scientific association for probiotics and prebiotics consensus statement on the scope and
appropriate use of the term probiotic. Nature reviews gastroenterology & hepatology,
11: 506-514.

Hooshyar H, Ghafarinasab S, Arbabi M (2017). Genetic variation of Giardia lamblia
isolates from food-handlers in Kashan, Central Iran. Iranian journal of parasitology,
12: 83-89.

Hooshyar H, Rostamkhani P, Arbabi M, Delavari M (2019). Giardia lamblia infection:

review of current diagnostic strategies. Gastroenterology and hepatology 12: 3-12.

Johnston SP, Ballard MM, Ballard MM, Beach MJ, Beach MJ (2003). Evaluation of

three commercial assays for detection. Society, 41: 623-626.

Julio C, Vilares A, Oleastro M, Ferreira I, Gomes S, Monteiro L (2012). Prevalence and
risk factors for Giardia duodenalis infection among children: A case study in Portugal.

Parasites and Vectors, 5: 22.

Kva¢ M, Hofmannova L, Ortega Y, Holubova N, Hor¢i¢kova M, Kicia M, Hlaskova L,
Kvétoiiova D, Sak B, McEvoy J (2017). Stray cats are more frequently infected with

zoonotic protists than pet cats. Folia parasitologica, 64:034.

Lam HYP, Chen TT, Tseng YC, Chang KC, Yang TH, Peng SY (2021). Detection and
genotyping of Giardia duodenalis from cattle and pigs in Hualien country, Eastern

Taiwan. Journal of microbiology, immunology and infection, 54:718-727.

Langbang D, Dhodapkar R, Subhash CP (2017). Prevalence of intestinal parasites among
rural and urban population in Puducherry, South India - A community-based study.

Journal of family medicine and primary care, 6: 169-170.

Laude A, Valot S, Desoubeaux G, Argy N, Nourrisson C, Pomares C (2016). Is real-time
PCR-based diagnosis similar in performance to routine parasitological examination for
the identification of Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum/Cryptosporidium
hominis and Entamoeba histolytica from stool samples. Clinical microbiology and

39



infection, 22: 190.e1-190.e8.

Lhotska Z, Jirki M, Hlozkova O, BroZova K, Jirsova D, Stensvold CR (2020). A Study
on the prevalence and subtype diversity of the intestinal protist Blastocystis sp. in a gut-
healthy human population in the Czech Republic. Frontiers in cellular and infection
microbiology, 10:1-14.

Maertens B, Gagnaire A, Paerewijck O, De Bosscher K, Geldhof P (2021). Regulatory
role of the intestinal microbiota in the immune response against Giardia. Scientific
reports, 11: 10601.

Minetti C, Lamden K, Durband C (2015). Determination of Giardia duodenalis
assemblages and multi-locus genotypes in patients with sporadic giardiasis from

England. Parasites and vectors, 8: 444,

Monis PT, Andrews RH, Mayrhofer G, Ey PL (1999). Molecular systematics of the

parasitic protozoan Giardia intestinalis. Molecular biology and evolution,16: 1135-44.

Monis PT, Andrews RH, Mayrhofer G, Mackrill J, Kulda J, Isaac-Renton JL, Ey PL
(1998). Novel lineages of Giardia intestinalis identified by genetic analysis of
organisms isolated from dogs in Australia. Parasitology,116: 7-19.

Monis PT, Caccio SM, Thompson RCA (2009). Variation in Giardia: towards a
taxonomic revision of the genus. Trends in parasitology, 25: 93-100.

Muadica AS, Koster PC, Dashti A, Bailo B, Hern M, Reh L (2020). Molecular diversity
of Giardia duodenalis , Cryptosporidium spp. and Blastocystis sp. in asymptomatic
school children in Leganés, Madrid ( Spain ). Microorganisms, 8: 466.

Nantavisai K, Mungthin M, Tan-ariya P, Rangsin R, Naaglor T, Leelayoova S (2007).
Evaluation of the sensitivities of DNA extraction and PCR methods for detection of
Giardia duodenalis in stool specimens. Journal of clinical microbiology, 45:581-583.

Nosala C and Dawson S (2015). The critical role of the cytoskeleton in the pathogenesis of

Giardia. Current clinical microbiology reports, 2: 155-162.

40



Nuiiez FA, Lopez JL, de la Cruz A, Finlay CM (2003). Risk factors for Giardia lamblia
infection in children in daycare centers in Havana, Cuba. Cadernos de Saude Publica,
19: 677-682.

Oliveira-Arbex AP, David EB, Oliveira-Sequeira TC, Bittencourt GN, Guimaries S
(2016). Genotyping of Giardia duodenalis isolates in asymptomatic children attending
daycare centre: evidence of high risk for anthroponotic transmission. Epidemiology and
infection, 144: 1418-1428.

Ortuiio A, Castella J (2011). Intestinal parasites in shelter dogs and risk factors associated
with the facility and its management. Israel journal of veterinary medicine, 66: 103—
107.

Painter JE, Collier SA, Gargano JW (2017). Association between Giardia and arthritis or
joint pain in a large health insurance cohort: Could it be reactive arthritis?
Epidemiology and infection, 145: 471-477.

Papini R, Gorini G, Spaziani A, Cardini G (2005). Survey on giardiosis in shelter dog
populations. Veterinary parasitology, 128: 333-3309.

Plutzer J, Ongerth J, Karanis P (2010). Giardia taxonomy, phylogeny and epidemiology:
Facts and open questions. International journal of hygiene and environmental health,
213: 321-333.

Plutzer J, Torokné A, Szénasi Z, Kucsera I, Farkas K, Karanis P (2014). Detection and
genotype analysis of Giardia duodenalis from asymptomatic Hungarian inhabitants and
comparative findings in three distinct locations. Acta microbiologica et immunologica
Hungarica, 61:19-26.

Public Health England. Giardia: guidance and data. Giardia data 2006 to 2015.
https://www.gov.uk/guidance/giardia#epidemiology. Accessed 23 May 2017.

Puebla LJ, Nuiiez FA, Santoz LP, Rojas L, Martinez I, Ayllon L (2017). Molecular
analysis of Giardia duodenalis isolates from symptomatic and asymptomatic children
from La Habana, Cuba. Parasite epidemiology and control, 2: 105-113.

41



Puebla LJ, Nufiez FA, Fernandez YA, Fraga J, Rivero LR, Millan 1A (2014).
Correlation of Giardia duodenalis assemblages with clinical and epidemiological data

in Cuban children. Infection, genetics and evolution, 23: 7-12.

Rahimian F, Sadraei J, Pirestani M, Ghaffarifar F (2018). A modified PCR-RFLP
method to determine genetic diversity of Giardia lamblia human isolates based on

triosephosphate isomerase (TPI) gene. Acta Tropica, 186: 58-62.

Ramirez-Ocampo S, Cotte-Alzate JD, Escobedo AA, Rodriguez-Morales AJ (2017).
Prevalence of zoonotic and non-zoonotic genotypes of Giardia intestinalis in cats: A

systematic review and meta-analysis. InfezMed, 25: 326-328.

Reh L, Muadica AS, Koster PC, Balasegaram S, Verlander NQ, Chércoles ER,
Carmena D (2019). Substantial prevalence of enteroparasites Cryptosporidium spp.,
Giardia duodenalis and Blastocystis sp. in asymptomatic schoolchildren in Madrid,
Spain, November 2017 to June 2018. Eurosurveillance 24:1900241.

Reses HE, Gargano JW, Liang JL, Cronquist A, Smith K, Collier SA (2018). Risk
factors for sporadic Giardia infection in the USA: A case-control study in Colorado and
Minnesota. Epidemiology and infection, 146: 1071-1078.

Ryan U and Zahedi A (2019). Molecular epidemiology of giardiasis from a veterinary
perspective. Advances in parasitology, 106:209-254.

Samie A, Guerrant RL, Barrett L, Bessong (2009). Prevalence of intestinal parasitic and
bacterial pathogens in diarrhoeal and non-diarroeal human stools from Vhembe district,

South Africa. Journal of health, population and nutrition, 27: 739-745.

Samie A, Tanih NF, Seisa I, Seheri M, Mphahlele J, Elbakri A (2020). Prevalence and
genetic characterization of Giardia lamblia in relation to diarrhea in Limpopo and

Gauteng provinces, South Africa. Parasite epidemiology and control, 9: e00140. f

Sanchez A, Munoz M, Gémez N, Tabares J, Segura L, Salazar A (2017). Molecular
epidemiology of Giardia, Blastocystis and Cryptosporidium among indigenous children
from the Colombian Amazon basin. Frontiers in microbiology, 8: 248.

42



Segui R, Muiioz-Antoli C, Klisiowicz DR, Oishi CY, Koster PC, De Lucio A (2018).
Prevalence of intestinal parasites, with emphasis on the molecular epidemiology of
Giardia duodenalis and Blastocystis sp., in the Paranagua Bay, Brazil: A community

survey. Parasites and vectors, 11: 490.

Sheather A L (1923). The detection of intestinal protozoa and mange parasites by a

floatation technique. Journal of comparative pathology and therapeutics, 36:266-275.

Singer SM and Nash TE (2000). The role of normal flora in Giardia lamblia infections in

mice. The journal of infectious diseases, 181: 1510-1512.

Soares R and Tasca T (2016). Giardiasis: an update review on sensitivity and specificity of
methods for laboratorial diagnosis. Journal of microbiological methods, 129: 98-102.

Solarczyk P, Majewska AC (2010). A survey of the prevalence and genotypes of Giardia
duodenalis infecting household and sheltered dogs. Parasitol research, 106:1015-1019.

Sommer MF, Zdravkovi¢ N, Vasi¢ A, Grimm F, Silaghi C (2017). Gastrointestinal

parasites in shelter dogs from Belgrade, Serbia. Veterinary parasitology, 7: 54-57.

Squire SA and Ryan U (2017). Cryptosporidium and Giardia in Africa: current and future

challenges. Parasites and vectors, 10: 195.

Stensvold CR, Ahmed UN, Andersen LOB, Nielsen HV (2012). Development and
evaluation of a genus-specific, probe-based, internal-process-controlled real-time PCR
assay for sensitive and specific detection of Blastocystis spp. Journal of clinical
microbiology, 50: 1847-1851.

Stensvold CR, Jirka-Pomajbikova K, Tams KW, Jokelainen P, Berg R, Marving E,
Petersen RF, Andersen LO, Angen @, Nielsen HV (2021). Parasitic intestinal protists
of zoonotic relevance detected in pigs by metabarcoding and teal-time PCR.
Microorganisms, 9:1189.

Stérba J, Ditrich O, Prokopi¢ J, Kadlcik K (1988). Gastrointestinal parasitoses discovered
in agricultural workers in South Bohemia, Czechoslovakia. Folia parasitologica,

35:169-73.
43



Tang H, Ye Y, Kang R, Yu J, Cao Y (2021). Prevalence and multi-locus genotyping of
Giardia duodenalis in rabbits from Shaanxi province in northwestern China. Parasite,
28:54.

Tembo SJ, Mutengo MM, Sitali L, Changula K, Takada A, Mweene AS (2020). Food
and waterborne parasitology prevalence and genotypic characterization of Giardia
duodenalis isolates from asymptomatic school-going children in Lusaka, Zambia. Food

and waterborne parasitology, 19: e00072.

Thompson RCA and Ash A (2016). Molecular epidemiology of Giardia and

Cryptosporidium infections. Infection, genetics and evolution, 40: 315-323.

Thompson RC, Hopkins RM, Homan WL (2000). Nomenclature and genetic groupings of

Giardia infecting mammals. Parasitology today, 16: 210-3.

Torgerson PR, Devleesschauwer B, Praet N, Speybroeck N, Willingham AL, Kasuga F
(2015). World health organization estimates of the global and regional disease burden
of 11 foodborne parasitic diseases, 2010: A data synthesis. Plos medicine, 12:
€1001920.

Uehlinger FD, Nagvi SA, Greenwood SJ, McClure JT, Conboy G, O'Handley R,
Barkema HW (2017). Comparison of five diagnostic tests for Giardia duodenalis in

fecal samples from young dogs. Veterinary parasitology, 244:91-96.

Uiterwijk M, Nijsse R, Kooyman FNJ, Wagenaar JA, Mughini-gras L, Koop G (2018).
Comparing four diagnostic tests for Giardia duodenalis in dogs using latent class

analysis. Parasites and vectors, 11: 439.

Verweij JJ, Blange RA, Templeton K, Schinkel J, Brienen EAT, Rooyen MAA Van
(2004). Cryptosporidium parvum in fecal samples by using multiplex. Journal of
clinical microbiology, 42: 1220-1223.

Viesy S, Abdi J, Rezaei Z, Feizi J (2020). Evaluation of the prevalence of Giardia infection
in people referred to the laboratories of Ilam city. Journal of clinical and diagnostic

research, 14, 1-4.

44



Volf P, Horak P (2007). Paraziti a jejich biologie, Triton, Praha, 318 p. ISBN 978-80-7387-
008-9.

Waldram A, Vivancos R, Hartley C, Lamden K (2017). Prevalence of Giardia infection in
households of Giardia cases and risk factors for household transmission. BMC
Infectious diseases,17: 486. d

Wielinga CM and Thompson RCA (2007). Comparative evaluation of Giardia duodenalis
sequence data, 134: 1795-1821.

Yang R, Jacobson C, Gardner G, Carmichael I, Campbell AJ, Ryan U (2014).
Development of a quantitative PCR (qPCR) for Giardia and analysis of the prevalence,
cyst shedding and genotypes of Giardia present in sheep across four states in Australia.
Experimental parasitology, 137:46-52.

Yoder JS, Beach MJ, Centers for disease control and prevention (CDC) (2007).
Giardiasis surveillance-United States, 2003-2005. MMWR Surveillance Summaries,
56: 11-18.

Younas M, Shah S, Talaat A (2008). Frequency of Giardia lamblia infection in children
with recurrent abdominal pain. Journal of Pakistan medical association, 58: 171-174.

Zahedi A, Field D, Ryan UNA (2017). Molecular typing of Giardia duodenalis in humans
in Queensland-first report of Assemblage E. Parasitology, 144: 1154-1161.

45



