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1 Uvod

Giardia intestinalis (Giardia lamblia, Giardia duodenalis) je kosmopolitn€ rozsifeny stfevni
prvok, ktery rocné zplisobuje odhadem 180 miliont symptomatickych infekci (Torgerson
et al., 2015). Patfi do skupiny Excavata, fadu Diplomonadida (Volf a Horak, 2007). Giardia
intestinalis kolonizuje stfevo mnoha druhti savci véetné Clovéka (Plutzer et al., 2010). Je
puvodcem onemocnéni zvané giardioza. Giardioza je celosvétov€é povazovana za jedno

z nejcastéjSich stfevnich 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 — bigikatého trofozoita
(Obr. 2a), ktery se vaze na stfevni mikroklky, a infekcni cystu (Obr. 2b), ktera pretrvava
v zivotnim prostfedi a je zodpovédna za pfenos mezi hostiteli (Nosala a Dawson, 2015).
K pfenosu giardie dochazi bud pfimo (fekalné-oralni cestou), nebo nepfimo
(prostfednictvim kontaminovanych potravin a vody), pfiCemz druhd alternativa je hlavni

cestou prenosu (Thompson et al., 2000).

Excystace cyst giardii zacina v zaludku, kde je sténa oslabena zaludecnimi §tavami hostitele
a kyselym pH, a nésledné je dokoncena v tenkém stfevé. V tenkém stievé se z kazdé cysty
uvoliuji dva trofozoiti, ktefi se déli binarnim délenim. Trofozoiti se pfichycuji ke stfevnimu
epitelu prostiednictvim ventralniho adhezivniho disku. Zivotni cyklus giardie je uzavien
ve chvili, kdy se trofozoiti odd€li od stfevniho epitelu a za¢nou se pohybovat
gastrointestinalnim traktem smérem k slepému a tlustému strevu, kde encystuji. Takto nove
vytvofené cysty jsou vyluCovany spolu s exkrementy v nepravidelnych intervalech
do prostredi. Cysty jsou infek¢ni ithned po vylouceni z téla hostitele a jsou velmi odolné,
protoze mohou prezit i n€kolik mésici ve studené vodé. Inkubacni doba giardidzy

se pohybuje od 9 do 15 dni po poziti cyst (Feng a Xiao, 2011; Nosala a Dawson, 2015).



Contamination of water, food, or
hands/fomites with infective cysts.

Obr. 1:. Zivotni cyklus Giardia intestinalis (https://www.cdc.gov/dpdx/giardiasis/index html).
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Obr. 2: Morfologie zivotnich stadii prvoka Giardia intestinalis: (a) trofozoit, velikost 10-20
pm x 5-15 pm, (b) stadium cysty, velikost 11-14 pm x 7-10 pm
(https://sites.google.com/site/giardiaintestinalisvalkotovich/home/characteristics-of-giardia-

intestinalis).
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1.2 Geneticka diverzita a hostitelska specifita

Vyzkumy DNA polymorfismt odhalily, ze by giardie mohla byt povazovana za komplex
nékolika druhti (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 zakladé sekvenci genu pro glutamatdehydrogenazu (GDH) (Monis
etal., 1998; Monis et al., 1999), tridza-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 Sirs§i hostitelskou
specifitu a také zoonoticky potencial (Caccio et al., 2018; Heyworth, 2016) (Tab. 1).
Naprtiklad psi mohou byt potencidlné infikovani (zoonotickymi) asamblazemi A a B
(De Quadros et al., 2016; Zahedi et al., 2017). Asamblaze A a B lze jest¢ dale rozdélit.
Asamblaz A je rozdélena do tzv. sub-asamblazi AI-AIV (Feng a Xiao, 2011; Zahedi et al.,
2017). Sub-asamblaze Al a AII 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 Ctyt
sub-asamblazi BI-BIV. Podle dostupné literatury byly u lidi nalezeny sub-asamblaze BIII
a BIV, zatimco BI a BII jsou specifické pro zvifata (Heyworth, 2016; Hooshyar et al., 2017).
Sub-asamblaze byly zavedeny na zékladé multilokusové sekvencéni typizace za pouziti tii

genti: BG (B-giardin), TPT a GDH (Caccio et al., 2008).

Asamblaze C az H maji, na rozdil od pfedchozich, uzsi 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 kopytnikt. Pritomnost
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 hlodavctu
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 té€chto izolatd
se totiz vysoce shodovaly se sekvencemi asamblazi C—H. Toto v§e naznacuje, ze soucasné

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



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

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

(ptfevzato z publikace Heyworth, 2016)

Asamblaz Hostitel
A ¢lovek, pes, kocka, slepice, krava, ovce, koza, jelen, fretka, prase, bobr, ¢incila,
jaguar, kan, nechumanni primati, tulen, lachtan, los, sob, racek, kytovci
B Clovek, pes, krava, gazela, jelen, kan, bobr, ondatra, ¢incila, fretka, kralik, morce,

nchumanni primati, slepice, ovce, tuleni, prase, lachtan, pstros, delfin, racek
pes, klokan, krava, prase, kytovci

pes, liska, Cincila, klokan, krava, kytovci

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

kocka, prase,

kytovci

krysa, mys$
tuleri, racek

-]

sl R

1.3 Klinické priznaky a patogeneze

Giardia je neinvazivni prvok, ktery kolonizuje lumen tenkého stieva (Certad et al., 2017).
Kolonizace hostitelského stieva giardiemi se muze projevit jako akutni prijem, ktery pokud
neni léCen muze prechazet v prijem chronicky (Certad et al., 2017). Dale mezi typické
klinické pfiznaky patfi tzv. mastny prijem (vlivem pfichycenych trofozoitli na stfevni
sliznici nedochazi ke vstiebavani tuki), nevolnost, ztrata hmotnosti, dehydratace. Méné Casté
pfiznaky jsou zvraceni, krev ve stolici, nebo horecka (Certad et al., 2017). K manifestaci
symptomil giardiozy jsou nejvice nachylné malé déti (Thompson a Ash, 2016). OvSem
na zakladé studii se zda byt vétsina infekci G. intestinalis asymptomatickd (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 pfichyceni trofozoitd na stfevni epitel hostitele (Fink a Singer, 2017). Tim,
ze trofozoiti Casto pokryvaji cely povrch epitelu tenkého stfeva, mohou narusit pfijem zivin

a vody (Fink a Singer, 2017). To nasledné odpovida vyse popsanym klinickym priznakiim



amuze vést k zavaznym 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
giardiézy obvykle pretrvava od jednoho do tii tydnd, ale pfiznaky mohou trvat nékdy
i mésice (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 rastu 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 bakterialniho mikrobiomu u ¢loveéka. Nicméné k uplnému pochopeni vlivu giardie
na stfevni mikrobiom je stale potfeba dalSich studii (Fekete et al., 2021). Obecné stfevni
mikrofléra hraje kliCovou roli v homeostazi stfev a celkového zdravi jedince. B&hem
gastrointestinalnich onemocnéni dochazi velmi cCasto kjeji zmeéne. Giardie interaguje
se sttevnim mikrobiomem jak pifimo, tak inepfimo a diky tomu muze modulovat
metabolismus hostitele a imunitni odpoveéd’. To vSe muze mit systémové ucinky, které
potencialné pretrvavaji 1 poté, co je patogen odstranén (Berry et al., 2020; Fekete et al.,

2021).

Dysbioza stievni bakterialni mikroflory zptsobena pritomnosti giardii je ¢asto spojovana
se ztratou bariérové funkce stfevniho epitelu (Barash et al., 2017). To miZe vést ve vzacnych
ptipadech az k post-infekénim komplikacim, jako jsou dlouhodobé poruchy stfev podobné
syndromu drazdivého tracniku (Allain a Buret, 2020), chronickd unava (Hanevik et al.,
2017), post-infekéni artritida, nebo bolest kloubti (Painter et al., 2017). Dieta muze
predstavovat novy rizikovy faktor pro rozvoj tézké giardidzy a pro rozvoj post-infekcnich
komplikaci, zejména u podvyzivenych déti. Bylo prokazéano, ze strava ovliviiuje slozeni
sttevni mikroflory, coZz mize zpusobovat velmi rizné symptomy pii giardidze (Fekete et al.,

2021).



Roli ve stfevnim mikrobiomu pii giardioze hraje také uzivani antibiotik (Singer a Nash,
2000; Maertens et al., 2021). Cilena infekce giardiemi u mysi vykazuje proménlivou miru
uspéSnosti kolonizace ve stfeveé, kterou lze prekonat peroralnim podavanim antibiotik.
Antibiotika vyrazné snizuji bakteridlni diverzitu v travicim traktu. U mysi léCenych
antibiotiky byl zaznamenan daleko chronictéjsi prubéh infekce giardii, nezu mysi
bez uzivani antibiotik (Singer a Nash, 2000; Maertens et al., 2021). Tato zji§téni naznacu;ji
dilezitou roli mikrobiomu pfi vzniku infekce G. intestinalis (napt. Maertens et al., 2021).
Giardioza se zpocatku hufe diagnostikuje, coz Casto vede k predepisovani antibiotik kvuli
mozné bakteridlni infekci. Bézna antibiotika nejsou na giardii ucinna, navic pfispivaji
k vyraznému zhorSeni prub€hu infekce. Nespravna léCba giardie antibiotiky muize vést

k zavazné€jSim a déletrvajicim infekcim (Beer et al., 2017).

Nedavny vyzkum se zaméfil také na vyznam probiotik v prevenci a lécbe giardiozy,
a to v in vitro a in vivo experimentech. Vysledky naznacuji, ze néktera probiotika mohou mit
vliv na zmirmeéni prubéhu giardidzy (Allain et al., 2018; Fekete et al., 2021). Probiotika jsou
definovana jako zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi prospivaji
zdravi hostitele. Jedna se o velkou tfidu mikroorganismt, vCetné bakterii a kvasinek.
Probiotika mohou mit ur€ité ochranné ucinky proti jinym gastrointestinalnim onemocnénim,
veetné nékterych parazitarnich infekci (Hill et al., 2014; Fekete et al., 2021). Za posledni dvé
desetileti nékolik studii zkoumalo Gcinky probiotickych kmenti na zmirnéni pribehu infekce
giardiemi jako alternativni strategii prevence a 1écby giardiozy (Allain et al., 2018; Fekete
et al., 2021). Nekolik bakterii, které jsou pouzivany v probioticich, vykazovaly cytotoxické
ucinky pro trofozoity giardie. Nejvyraznéjsi ucinky vykazovaly laktobacily, pfi¢emz
i nékolik dal§ich druhti 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 1i§i mezi rozvojovymi
a industrializovanymi zemémi. Vysoké prevalence giardie jsou hlaseny v rozvojovych
zemich, zejména v obydlenych oblastech s nizkymi hygienickymi standarty a pfevazné 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 Spatnou kvalitou vody (Younas et al., 2008). Napftiklad studie
z Jihoafrické republiky ukazala, 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 véku 3-16 let
(Tembo et al., 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 té€chto oblastech maji Spatné hygienické podminky, coz usnadiuje
fekalné-oralni prenos infekce (Sanchez et al., 2017). Prevalence giardiozy u lidi v riznych
regionech Iranu byla zjisténa od 1 % do 38 % (Daryani et al., 2012; Hooshyar et al., 2017).
V nejnovéjsich studiich v Iranu 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 o prevalenci G. intestinalis v populaci zdravych lidi
(tzn. bez klinickych pfiznaka charakteristickych pro onemocnéni stiev) ve vyspélych zemich
neni mnoho informaci, protoze jsou prevazné diagnostikovany pouze piipady klinické
giardidézy u pacientd (Segui et al., 2018). V prumyslovych zemich jsou pfipady giardie
obvykle spojovany s cestovanim a imigraci (Ekdahl a Andersson, 2005). K rizikovym
skupinam patii zejména kojenci, malé déti ve Skolach a Skolkdch, homosexualové

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



Ve Spojenych statech a Velké Britanii je G. intestinalis nejbé€znéjsim prvokem zpusobujicim
sttevni potize u lidi (Coffey et al., 2021). Ve Spojenych statech je giardiéza ojedinéle
zjistovana od roku 1992. V letech 1995 az2016 byl v USA priumérny pocet hlasenych
ptipadi giardie 19 781 za rok (rozpéti 14 623-27 778 piipadi) (Coffey et al., 2021).
V poslednich letech se rocni vyskyt giardiézy ve Spojenych statech snizil, a to u vSech
veékovych skupin. Incidence giardie u muzi a starSich vékovych skupin neklesla v takové
mife jako u zen a déti (Coffey et al., 2021). V Anglii a Walesu je detekovano kolem 3000
az 4000 pripada 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).

Dal§im ptikladem zemé, ve které je G. intestinalis pomérn€é vyznamnym parazitarnim
onemocnénim, je Kuba. Na Kubé¢ infekce giardii pfedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich
sttevnich parazitarnich infekci u déti vibec a ma zvlasté silny klinicky dopad na détskou
populaci (Nuiiez 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 Kubé zjistili nizsi prevalenci 8 % (68/847).

Dale byla zjiStovana prevalence G. infestinalis napt. 1 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, e ve Spanélsku byla
u asymptomatickych déti ve v€ku 1 rok az 16 let zisténa 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 pacientt 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 pfitomnost gastrointestinalnich paraziti. Jednalo se prevazné o lidi zaméstnané
v zemédélskych podnicich. Giardia intestinalis byla pomoci mikroskopie zachycena u 1 %

lidi (14/1750) (Stérba et al., 1988).



1.5.2 Vyskyt u psu a kocek

Nedavna studie Bouzid et al. (2015) odhalila ve Velké Britanii prevalenci G. intestinalis
u pst 15,2 % a u kocCek 12 %. Autoti dalsi studie Uiterwijk et al. (2018) popisuji prevalenci
u zdravych dospélych psi mezi 0,4-34 %, u psu se znamkami gastrointestinalniho
onemocnéni 2,3-25 %, u §téfiat 7-63 % a u pst Zjicich ve skupinach 2,3-50 %. V Ceské
republice byla provedena studie pro zjisténi prevalence G. intestinalis u psu zijicich
v domécnostech a v atulcich (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 atulku 11x zvySuje (Dubna et al., 2007). U psia zutulkd 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 §panélsku (Ortufio a Castella,
2011) a 45,5 % (61/134) v Srbsku (Sommer et al., 2017).

V Danské studii zamérené 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 domécich kocek (Kvac et al., 2017). Z nich bylo 5,9 % pozitivnich na giardii,

vyS$si 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
prukazu cyst, piipadné trofozoitti v exkrementech. Nicméné v soucasnosti je pro diagnostiku
giardie k dispozici také nékolik imunologickych testi 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 pfedevsim cysty pritomné v exkrementech. Citlivost
mikroskopickych technik zavisi na vybéru metody, na poctu vySetienych vzorkt exkrementd
a na zkuSenostech diagnostika (Hooshyar et al., 2019). Vyuzivaji se barvené roztéry trusu

(giemsa, trichrom, methylenova modf, lugoltv roztok) a koncentracni metody (nejcastéji
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flotace) (Hooshyar et al., 2019). Vzhledem k tomu, Ze cysty giardie jsou s exkrementy
vylucovany v nepravidelnych intervalech, lze citlivost téchto metod zvySit odbérem
a testovanim tii vzorkd 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 % pripadd, vySetfeni dvou vzorkll stolice umozni detekci 80 az 90 % pripadi
a vySetfenim tfech vzorku stolice je mozné detekovat pies 90 % infekci (Hooshyar et al.,
2019). Nevyhodou koproskopickych metod je nizka citlivost, zeyména pak v ptipadé nizké
intenzity infekce. Tyto podprahové infekce G. intestinalis u asymptomatickych jedinct jsou
velmi bézné (Alharbi et al., 2020). Proto je pro co nejpfesnéjsi diagnostiku giardie vhodné

vyuzivat i jiné metodické pfistupy (Soares a Tasca, 2016).

1.6.2 Imunodiagnostika

Béhem poslednich tficeti let byly vyvinuty rtizné imunologické metody pro detekci
G. intestinalis na zakladé detekce antigend, nebo specifickych protilatek ve stolici (Johnston
et al., 2003). Jednou z nejCastéji uzivanych imunodiagnostickych metod pro detekci
protilatek je ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Tyto metody jsou pouzivany
pfevazné v laboratofich bez zkuSenosti s parazitologickou diagnostikou a v nemocnicich,
protoze se jedna o Casové nenarocné testy (Johnston et al., 2003; Hooshyar et al., 2019).
OvSem doporucenim v pfipadé imunodiagnostiky giardiozy je doplnéni mikroskopickym

vySetifenim (Hooshyar et al., 2019).

1.6.3 Molekularni diagnostika

Molekularni diagnostika umoziuje detekovat infekce G. intestinalis s vyuzitim celkové
DNA ziskané z exkrementll. Nejcastéji pouzivanymi molekularnimi metodami jsou PCR

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

Diagnostika pomoci PCR a qPCR

V prubéhu let bylo zavedeno né&kolik molekularnich markerd urcenych pro detekci
a nasledné pro zkoumani genetické diverzity G. intestinalis. V tomto kontextu jsou nejcasteji
pouzivané geny kodujici BG, TPI a GDH (Capewell et al., 2020). Navic stejné jako u jinych
druhti organizmt se pro molekularni genotypizaci vyuziva PCR a sekvenovani Casti genu

pro SSU rRNA (Wielinga a Thompson, 2007). Oblast SSU rRNA by méla byt vhodné}si
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pro diagnostiku pfitomnosti giardie, nez ostatni geny, kvili vyssi citlivosti, protoze se jedna
o gen, ktery je v genomu obsazen ve vice kopiich (60 az 130 v jednom jadie) (Nantavisai
et al.,, 2007). Nicméné kvili vysokému obsahu GC bazi v oblasti pro SSU rRNA dochazi
k problémum se specificitou (Capewell et al., 2020; Wielinga a Thompson, 2007). Existu;ji
také nekteré zridka pouzivané markery, jako je spacer (ITS-1) nebo elongacni faktor 1
(EF-1). Lze je vSak amplifikovat daleko obtiznéji nez jiné markery, proto se moc nepouzivaji
(Capewell et al., 2020). K urceni 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 néastroj
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 qPCR metody nejsou vhodné pro stanoveni genetické diverzity,
protoze se pro amplifikaci vyuzivaji velmi kratké useky genu (Laude et al., 2016). Detekce
giardie pomoci qPCR byla shledana jako citlivéj§i metoda pro diagnostiku, nez je ELISA
a mikroskopie. Napftiklad autofi studie Beyhan a Cengiz (2017) odhalili nejvyssi citlivost
pro diagnostiku giardii u qPCR pfistupu, oproti mikroskopii a ELISA. Podobné je
to popsano 1 v dal$i studii Laude et al. (2016), kde qPCR diagnostika vykazovala citlivost
92 % a specifitu 100 % u detekce giardii. Napfiklad v praci Uehlinger et al. (2017) byla
zjisténa velmi S§patna citlivost a specifita konvencniho PCR (58 %; 56 %)

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

Abychom byli 1épe schopni porozumét molekularni epidemiologii a biologii G. intestinalis,
bude do budoucna zapottebi najit a zoptimalizovat vhodnéjsi nastroje nejen pro jeji detekci,

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

11



2 Cile

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

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

Diléi cile byly nasledujici:

optimalizovat qPCR protokol pro detekci G. intestinalis;

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

e porovnat citlivost gPCR metody a konvencniho PCR pro diagnostiku G. intestinalis;

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

zivot na vesnici ¢i ve méste, 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 dalsiho stfevniho prvoka Blastocystis sp.
u zdravych lidi bez stfevnich potizi (Lhotska et al., 2020). Vzorky stolice a trusu (428) byly
ziskany od asymptomatickych dobrovolniki a jejich zvifat z rtiznych ¢asti Ceské republiky
v letech 2017 az 2019. V moji studii bylo ziskano o osm lidskych vzorki vice nez v Lhotska
et al. (2020). Zadny ze zahrnutych dobrovolniki netrp&l gastrointestinalnimi piiznaky, jako
je naptiklad prijem, bolest bficha nebo plynatost. Vzorky trusu zvifat jsme ziskavali pouze
od zvirat, 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, lokalité (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 pfipustna a odpovidajici rozsahu Etické komise Biologického centra AV CR
vvi. v Ceskych Budgovicich (Gislo rozhodnuti 1/2017). Veskera data byla piisné
anonymizovana a zpracovavana v souladu s platnymi zakony Ceské republiky (napt. Zakon

¢. 101/2000 Sb. O ochrané osobnich tdaja).

3.2 Molekularni diagnostika

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

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

Celkova DNA ze ziskanych vzorkli exkrementi byla extrahovana pomoci komercniho 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
pti teploté -20 °C.

3.2.2 Diagnostika qPCR

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

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

Vlastni reak¢ni podminky qPCR protokolu byly nasledujici: pocatecni 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 pl polymerazy, 8 pl miliQ vody a 5 pl extrahované DNA.
Na kazdé reakcni desce byla vzdy pfitomna také negativni kontrola (DNA nahrazena miliQ

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

Tab. 2: Prehled 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 kvantifikacni krivky: Pro vyhodnoceni intenzity infekce G. intestinalis
v pozitivné testovanych vzorcich byla sestavena kvantifikacni kfivka. Tato kfivka byla
vytvorena na zakladé desitkové fedici fady DNA bunék z kultury trofozoitli giardie a byla

nastavena v fadovém rozmezi 107" az 10’ trofozoitd.
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Kontrola vnitini inhibice pri qPCR: Ve vzorcich DNA ziskané z exkrementl muze
dochazet k blokovani vlastniho amplifika¢niho procesu béhem PCR, tzv. vnitini inhibici
(Stensvold et al., 2012). Pro ucely ovéteni / vylou€eni vnitini inhibice jsme pouzili vzorky,
ve kterych nebyla detekovana G. intestinalis a ani zadny z dalSich prvoku sledovanych v nasi
laboratofti (tj., Blastocystis sp., Dientamoeba fragilis). Moznou vnitini inhibici jsme testovali
pfidanim cizorodé DNA k analyzovanému templatu. Tzv. cizoroda DNA byla izolovana
z tkané potkana a pouzili jsme protokol pro amplifikaci ,,house-keeping™ potkaniho genu
pro beta-2 podjednotku mikroglobulinu (B2M) (s komercnimi primery a Tagman sondou;

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

3.2.4 Statistické srovnani citlivosti dvou molekularnich pristupu pro detekci giardie

Rozdil v citlivosti pro detekci G. intestinalis mezi dvéma molekularni pristupy (i) qPCR
a (i1) konvecnim PCR (Brozova, 2019) byl vyhodnocen s pouzitim McNemarova testu
s Yatesovou korekci (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
vzorkl testovanych na piitomnost giardie byl zjistovan vliv zivotniho stylu na vyskyt
G. intestinalis. Tato kategorie zahrnuje dva faktory, a to (i) zivot ve mést€¢ / vesnici
a (ii) cestovani. Vesnice byla definovana poctem obyvatel do 2000 obyvatel. Cestovani bylo
rozdéleno do tii kategorii — zadné cestovani, cestovani v ramci Evropy a cestovani mimo
Evropu, podobné jako v predchozi studii Lhotska et al. (2020). Pocet vzorkd lidi
(viz kapitola 3.1) se v porovnani 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 exkrementt (lidské i zvifeci) byly vzdy také wvySetfeny

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

Cast kazdého vzorku (piiblizn& o velikosti hrasku) byla rozmichana v destilované vodé
(cca2-3 ml) a homogenizovana ve tifeci misce. Suspenze byla poté prelita pies 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 flota¢ni roztok o specifické hustoté 1, 33 (Sheather, 1923). Nasledné byl
Sheatheriv roztok do zkumavky doplnén pfiblizné 1 cm pod okraj a pfevracenim byla
zkumavka promichana. Smés byla opét odstfedéna pii 600 g / 3 min. Na zavér byla
povrchova blanka pomoci bakteriologické klicky pfenesena 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 vzorku

Pro ucely epidemiologické studie na stfevnich prvocich (vice viz Lhotska et al., 2020) bylo
ziskano 428 vzorki. Pocet vySetienych vzorki se liSil v porovnani se studii Lhotska et al.
(2020), kde bylo zpracovano 288 lidskych a 136 zvitecich vzorkd na pfitomnost Blastocystis
sp. V této studii jsme vySetiili 428 vzorkt, z toho 296 vzorka stolice od zdravych lidi a 132

vzorkd trusu od zvifat ze 14 regionti Ceské republiky (Obr. 3).

Obr. 3: Mapa CR s ptivodem ziskanych vzorki (pievzato z publikace Lhotsk4 et al., 2020).

4.2 Vyskyt a prevalence Giardia intestinalis na zakladé qPCR

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 zji§téna u 19 % vzorkua (25/132). Ve vzorcich trusu zvifat byla
giardie detekovana u psut (10/54), kocek (4/19), kralikt (5/13), prasat (2/3), kravy (1/2), kozy
(1/4), morcete (1/2) a koné& (1/15) (vice informaci v tabulce 3). V jednom pfipadé byla
zjisténa giardie u majitele pozitivniho kralika. Bohuzel se ndm nepodafilo ziskat sekvenci
z pozitivniho vzorku majitele, proto nebylo mozné vzorky sekventné porovnat a vyjadrit
se k zoonotickému potencialu (viz dale). Navic jsem odhalila také Ctyfi pfipady, kdy byla

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

pro Giardia intestinalis (N=pocet)

hostitel kategorie N N pozitivni

Homo sapiens asymptomaticti lidé 296 22 (7%)
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 krecei 1 0
Cavia aperea porcellus morcata 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 zakladé qPCR, byla zjistovana intenzita
infekce s pouzitim kvantifikaéni kiivky v fadovém rozmezi 10! az 10° trofozoit na vzorek
(Obr. 4; Tab. 4). Ve vétsiné piipadu se jednalo o velmi slabé infekce, odpovidajici hodnotam

1-10" trofozoit na vzorek (Tab. 4).

Tab. 4: Vyhodnoceni intenzity infekce s vyuZitim kvantifikacni kfivky v rozmezi fadi 10!

az 10> trofozoitil na vzorek (N=pocet)

intenzita infekce N pozitivnich vzorki
1-10! 42
10 3
10* 2
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Obr. 4: Kvantifikaéni kiivka pro qPCR, nastavena v rozmezi fadii 10" az 10° trofozoitd

na vzorek.

4.4 Porovnani senzitivity diagnostickych metod

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

prace, kde jsem zjistila velmi nizkou citlivost konven¢niho PCR (Brozova, 2019).

Pti posouzeni senzitivity mezi konvencnim PCR a qPCR jsme porovnali 142 vzorka, které
byly testovany pomoci obou metod. Zatimco konven¢éni PCR odhalila G. intestinalis pouze
ve 2 ptipadech (2/142), tak u qPCR to bylo ve 22 ptipadech (22/142) (Tab. 5). Mezi obéma
metodami byl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Detekce pomoci qPCR je citlivejsi (x> =
19,01; p<0,01; Tab. 6). Real-time PCR zachytilo vyssi prevalenci u lidi a zvitat (11 %; 27
%), nez konvencni PCR (1 %; 2 %) (Tab. 5).
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Kromé toho byly vSechny vzorky (428) vySetfeny také pomoci Sheatherovy flotace, kde byly
zachyceny pouze 2 pozitivni vzorky (Clovek, kralik). Tento vysledek odpovida vysledkim

ziskanych z konven¢niho PCR.

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

a JPCR) na castecném souboru 142 vzorku

PCR qPCR
Lidé Zvitrata Lidé Zvifata

1% 2% 11% 27%

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

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

McNemaruv test

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

Vzhledem k tomu, ze jsem s pomoci qPCR zaznamenala pfevazné 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 dvé sekvence ze celkovych
47 vzorka pozitivnich metodou qPCR. Konkrétné se jednalo o vzorek kralika a Clovéka, 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 zakladé informaci z vyplnénych dotazniki od dobrovolnika (vice informaci viz kapitola
3.1) bylo u vSech vzorkl pozitivnich v qPCR zjistovano, jestli existuji né€jaké korelace

mezi vyskytem G. intestinalis a nékterymi faktory uvedenymi nize.

4.6.1 Zivotni styl
Zivot ve mésté& / 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 Zzijicich ve mést€, 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 viibec necestovalo a v ramci Evropy
cestovalo 244 lidi (82 %), z nichz 104 lidi (35 %) cestovalo i mimo Evropu. U jedinct, ktefi
necestuji, byla detekovana 10% prevalence G. intestinalis (5/52), u cestovateli 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 (1) domaci zvitata (psi, kocky) a (ii) hospodarska zvirata (kravy,
prasata, kon€, ovce, kozy, dribez). Z 296 vysetienych lidskych vzorkl byl kontakt se zvifaty
velmi Casty, a tou 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 zviraty to bylo 0 %.

Kontakt se zvitaty byl jesté rozdélen na dvé podskupiny — kontakt s domacimi zvitaty (252)
a kontakt i s hospodarskymi zvitaty (72). U lidi v kontaktu s domacimi zviraty bylo 22
pozitivnich vzorki z celkovych 252 vzorkd (9 %). U lidi v kontaktu i s hospodaiskymi
zvitaty, 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

7296 ziskanych lidskych vzorkt se jednalo ve 172 pripadech o Zzeny a ve 124 o muze.
O trochu vyssi prevalenci jsme zachytili u zen, a to 9 % (16/172). U muzi byla prevalence 5
% (6/124). Rozdil mezi kategoriemi v prevalenci giardie u muzii 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 vé€kovych skupinach. Kategorizace dle veéku
v nasi studii vytvotila rizné velké soubory s nerovnomérné zastoupenymi pocty vzorkda,
které 1ze velmi obtizn€ srovnavat. Nejpocetnéji zastoupené vékové skupiny byly 18-30 let
(73 ziskanych vzorkt) a 31-49 let (88 vzorkl). Naopak nejméné zastoupenou skupinou byla
skupina 13-17, kde byly ziskany pouze 4 vzorky. Pocty vzorkil v jednotlivych kategoriich
lze vidét v tabulce 7. Nejvice pozitivnich vzorkil giardie bylo nalezeno u vékovych skupin
18-30 let (7 pozitivnich vzorkd; 10 %) a 31-49 let (7 pozitivnich vzorkd; 8 %). Nejvyssi
prevalence byla zaznamenana u vékové skupiny 0-3 let (11 %), nicméné v této skupiné bylo
ziskano méné vzorki, nez 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 VySeti‘ené 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 vysly negativn€é na pfitomnost stfevnich prvoka (248), byly
podrobeny testu vnitini inhibice. Ukazalo se, ze k vnitini 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 stfevnich obtizi) ve vyspélych zemich se stdle mnoho nevi,
protoze se pozornost v klinickém sektoru zamétuje predevsim na akutni pfipady giardidzy
(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 vzorka od lidi a 132 vzorkl od zvifat.
V piipadé€ vzorka trusu zvifat jsme testovali pouze ta zvifata, 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 téméf shoduji s bézn€ 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 zaméfena na vyskyt G. infestinalis u asymptomatickych lidi, které by
navic vyuzili qPCR pro diagnostiku. Studie o asymptomatickych infekci G. intestinalis byly
zatim provadény prevazné u deéti nikoliv ve zdravé populaci dospélych (napt. Muadica et al.,

2020; Oliveira-Arbex et al., 2016; Reh et al., 2019; Tembo et al., 2020).

Napiiklad 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 na§em souboru vzorkli u asymptomatickych
lidi zachytili prevalenci 7 % (22/296) a u déti ve srovnatelné ve€kové kategorii jako
u Spanélské studie se jednalo o prevalenci 4 % (2/52). Rozdil ve zji§ténych prevalencich
muize souviset s faktem, ze ve studii Muadica et al. (2020) bylo analyzovano mnohem vétsi
mnozstvi vzorka od déti (1512), nez v nasi studii (52). V ni jsme se totiz zaméfili na vice

vékovych kategorii, nez jen na déti.
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Prevalence u zvirat

Giardia intestinalis byla diagnostikovana u 19% zvitecich vzork (25/132). Giardie byla
zachycena u téchto zvifat - psu (10/54), kocek (4/19), kraliktu (5/13), prasat (2/3), kravy
(1/2), kozy (1/4), morcete (1/2) a koné (1/15). Prevalence giardie u psa 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) vysetfili pomoci qPCR 646 vzorkt trusu pst z Holandska
a detekovali prevalenci 29 % (189/646). V nasi studii byla u pst zjisténa prevalence nizsi,
ato 19 % (10/54). V pripadé kocek byla ve studii Enemark et al. (2020) zaznamenana
prevalence 7 % (20/284). V nasi studii byla u kocek zjisténa prevalence vyS$si, a to 21 %
(4/19). Naptiklad 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). Nicméné
ziskali jsme pouze dva kravské vzorky oproti studii v Etiopii, kde vySetfili mnohem vice
vzorkd (330). V Ciné detekovali prevalenci G. infestinalis 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 pritomnost G. intestinalis u kraliki a zaznamenali prevalenci 3,54 % (19/537)
(Tang et al., 2021). V nasi studii jsme u kralikt detekovali prevalenci vyssi, a to 39 % (5/13).
Napriklad 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 vzorka.
Porovnani senzitivity diagnostickych metod

Pro posouzeni senzitivity pii detekci G. intestinalis mezi konvencnim PCR a qPCR byla
pouzita pouze ¢ast souboru vzorkl (101 vzorkd od lidi a 41 vzorkd od zvirat). Tyto vzorky
byly otestovany obéma metodami. Srovnano bylo pouze 142 vzorkd, protoze v mé
bakalarské praci (Brozova, 2019) byla zjisténa velmi nizkd citlivost konvencniho PCR.
Z téchto divodu jsme pomoci konvencniho PCR zpracovali pouze 142 vzorkli a rozhodli
jsme se radéji zavést qPCR diagnosticky protokol pro detekci G. intestinalis. U 142
srovnavanych vzork jsme pomoci qPCR zachytili vyssi prevalenci giardie (11 % u lidi;

27 % zvitecich vzorkl), nez pomoci konven¢niho PCR (1 % u lidi; 2 % zvitecich vzorku).
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Rozdily mezi obéma metodami byly statisticky vyznamné. Detekce pomoci qPCR je
citlivgjsi (x2=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 vzorkt obsahujici
razné pocty trofozoiti giardie ziskané z kultury, tzn. byla vytvorena desitkova fedici fada
od 102 do10* bunék. Vysledky ukazaly, ze konvenéni 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 gent pro detekci G. intestinalis. Tento problém
je diskutovan naptiklad v praci Capewell et al. (2020). Citlivost qPCR zde byla vyssi.
Dle kvantifika¢ni kiivky (vfadovém rozmezi 107! az 10° trofozoiti na vzorek) byly
vyhodnoceny intenzity infekci ve 47 (47/428) pozitivné testovanych vzorcich. Ve vétSing
pfipadd se jednalo o velmi slabé infekce, odpovidajici hodnotam 1-10' trofozoitl na vzorek.
Podobné vysledky popisuji také autofi studie Belkessa et al. (2021) stim, ze qPCR je
citlivéjsi metoda pro detekci giardie nez konvencni PCR pro gen TPI. Oba molekularni
pristupy autofi testovali na 119 vzorcich stolice ziskanych od pacientd v Alzirsku. Zatimco

gqPCR odhalilo 80 pozitivnich vzorkd, tak konvencni PCR pouze 48 pozitivnich vzork.

Dostupna literatura uvadi, ze prevalence G. intestinalis se v rozvinutych zemich pohybuje
mezi2 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 zaméfili na asymptomatické jedince,
a to konkrétné na 329 asymptomatickych Skolnich déti ve v€ku 3-16 let. Giardii
mikroskopicky nalezli v 10 % (33/329) vzorkd stolice. V nasem souboru vzorkd jsme
mikroskopicky pomoci flotace zachytili prevalenci G. intestinalis pouze 0,5 % (2/428)

(Clovek, kralik). Nejcitlivejsi metodou v nasi praci se ukazalo qPCR (47/428).
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Asamblaze

Asamblaze 1ze urcit pouze na zaklad€ sekvenci ziskanych z konvenéniho PCR pro gen TPI
a nasledného Sangerova sekvenovani. Ale tento vlastni PCR protokol ovSem nema
dostatec¢nou citlivost, jak je zminéno vyse (Brozova, 2019). Na zakladé kvantifikacni kiivky
pro qPCR jsem nasledné pii vyhodnocovani intenzit infekci u 47 pozitivnich vzorka zjistila,
7e se vétsinou jednalo o velmi slabé infekce v fadovych hodnotich 1-10' trofozoith
na vzorek. Vlivem slabych infekci a nedostate¢né citlivosti konvenéniho PCR se mi proto
podarilo ziskat pouze dvé sekvence. Jednalo se konkrétné o vzorek Clovéka a kralika, ktefi

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

Podobna situace je popisovana autory studie Azcona-Gutie'rrez et al. (2017), kteti také meli
problém se ziskanim sekvenci kvili nizké citlivosti konven¢niho PCR. Pomoci qPCR
zachytili 90 pozitivnich vzorkli od pacientli z nemocnice, ale naslednou amplifikaci pomoci
konvencniho PCR ziskali pouze 16 sekvenci. Tato fakta jsou podpofena také dalsi studii
Belkessa et al. (2021), kde na zaklad¢ vysledkt konstatovali, ze qPCR je citlivéjsi metoda
pro diagnostiku G. intestinalis a ze ziskani sekvenci na zakladé genu pro TPI je mozné

jen u stiedn€ az siln€ pozitivnich vzorka.

Do budoucna bude potieba najit nové nastroje pro uréovani asamblazi giardii u jedinca
se slabou intenzitou infekce. Soucasné markery pro genotypizaci giardie totiz neposkytuji
dostatecné kvality k ziskani sekvenci u slabych infekci. Navic situaci muze komplikovat
pohled na asamblaze jako na samostatné druhy s podstatné Sirsi 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
zam¢éfili 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 zvifaty, pohlavi a véku.
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Zivot ve mésté / na vesnici

Lidé zijici ve venkovskych oblastech jsou pravdépodobné Castéji vystaveni zdrojum infekce
giardiemi, kterymi jsou kontaminovana voda, potrava a kontakt se zvifaty (Al-Mekhlafi,
2017). Napriklad Al-Mekhlafi (2017) sledoval vyskyt giardie a souvislost s rizikovymi
faktory ve venkovskych komunitdch 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 meéstskymi populacemi v jizni Indii (Langbang et al., 2017).
Celkem wvySetiili 500 vzorkl stolice od lidi zvesnic a 506 z méstského prostiedi.
U venkovského obyvatelstva zaznamenali 2x vy$§i prevalenci giardie (21 %) nez u lidi
zmeést (10 %). Také ve studii Viesy etal. (2020) byla giardie zachycena castéji
ve venkovskych oblastech (64 %), nez ve méstech (36 %). V nasi studii jsme naopak zjistili
mirné vyssi prevalenci u lidi pochazejicich z méstskych oblasti, a to 8 % (18/213). U lidi
(p =0,14) a mohou byt zpisobeny tim, ze v nasi studii jsme obdrzeli méné vzorki z vesnic
oproti vzorkim z mést. Ze ziskanych vysledkd v Ceské republice se tedy zda, ze vyskyt

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

Za jeden z dulezitych faktort prispivajicich k nakaze giardii je povazovano cestovani
(napt. Ferguson et al., 2020). Proto jsem analyzovala mozny vliv cestovani na vyskyt giardie
u lidi z Ceské republiky.

Soubor lidskych vzorki jsem rozdé€lila do tfi skupin podle vztahu k cestovani a jeho
charakteru dle Lhotska et al. (2020), a to na: (1) lidi, ktefi necestuji, (ii) lidi cestujici pouze
vramci Evropy a (ii1) lidi cestujici 1 mimo Evropu. 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 (10 %) nebo cestuji mimo Evropu (9 %).

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

na spojeni vyskytu giardii s cestovnimi aktivitami sledovanych lidi. Podobné muze
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predstavovat zvySenou pravdépodobnost nakazy giardii také kempovani, a to kvili
konzumaci nedostatecné tepelné€ upraveného jidla, piti neupravené vody z piirodnich zdroju

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

U lidi jsou giardiové infekce vétSinou zptisobeny 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 (zvifeci hostitelé). 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
giardie maji své limity a ze vice asamblazi giardie ma oproti diivejSim predpokladim

zoonoticky potencial (Capewell et al., 2020).

V nasi studii byla G. intestinalis pomoci qPCR zachycena pouze u 22 lidi, kteti byli
v kontaktu se zviraty. 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, ktefi byli v kontaktu se zvitaty, jsem jesté¢ dale rozdélila na dvé podskupiny: (1) lidé
v kontaktu s domacimi zvifaty (252) a (i) lidé, ktefi jsou v kontaktu i s hospodaiskymi
zvitaty (72) (Lhotska et al. 2020). U lidi v kontaktu s domacimi zvifaty bylo 22 pozitivnich
vzorkl z celkovych 252 vzorkl pozitivnich (9 %) a u lidi, ktefi jsou navic i v kontaktu
s hospodaiskymi zvifaty, bylo pozitivnich 5 vzorka 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 hospodarska zvitata
(p = 0,31). Uzky kontakt se zvifaty se zda byt jednim z kli¢ovych faktort pro pienos giardie
na Clovéka 1 v dalSich studiich (Al-Mekhlafi, 2017; Candela et al., 2021). V Brazilii
se zamérili na detekci asamblazi psa a déti ze stejnych domacnosti (De Quadros et al., 2016).
Autori zjistili, ze infekce déti a psu sdilejicich stejnou domacnost byva stejnou asamblazi

(B-1V), 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 1 v Samie et al. (2020) zaznamenali vySsi

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

Vék

Dal§im faktorem, na ktery jsme se zaméfili, byl vék. Testované lidské vzorky byly rozdéleny
do osmi veékovych kategorii za uclelem zjisténi prevalenci v konkrétnich veékovych
skupinach. Kategorizace dle véku v nasi studii vytvofila rizné¢ velké soubory vzorku
s nerovnomérné zastoupenymi pocty vzorkd, které 1ze obtizn€ srovnavat. Nejvétsi zastoupeni
pozitivnich vzorkt giardie bylo nalezeno u vékovych skupin 18-30 let (7 pozitivnich vzorku)
a 31-49 let (7 pozitivnich vzorki). Také ve studiich Viesy et al. (2020) a Ferguson et al.
(2020) zaznamenali v téchto vékovych skupinach nejvice pozitivnich nalezi. V nasi studii
byla nejvyssi prevalence zjiSténa u vékové skupiny 0-3 let (11 %), ale v této skupiné bylo
ziskano méné vzorkt neZ v ostatnich skupinach. Stejné 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 patfila také ve studii Ferguson et al. (2020) kjedné z nejvysSich

zaznamenanych prevalenci.

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

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

V projektu Sanchez et al. (2017) byla vyuzita gPCR diagnostika k vySetfeni stolice ziskané
od déti ve véku 1 az 15 let na tzemi kolem kolumbijského povodi Amazonky. Autofi
zachytili daleko vys$i 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 vzorkd 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 konkrétné¢ 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 vzorki na pfitomnost stfevniho
prvoka Giardia intestinalis. Jednalo se o 296 vzorka stolice od zdravych dobrovolnika
(tj. ulidi bez stievnich potizi) a 132 vzorkd 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 zvirat jsme zachytili 19 % pozitivnich vzorku.

Pfi porovnani dvou molekularnich diagnostickych metod (konvenéni PCR a gPCR) se qPCR
ukazala jako citlivéj§i a vhodnéjsi metoda pro detekci vyskytu G. intestinalis. Citlivost obou
metod byla porovnana na castecném souboru 142 vzorkd (101 lidskych a 41 zvifecich).
Konvencnim PCR byla zjisténa prevalence 1 % u lidi a 2 % u zvifecich vzorkli. Pomoci
gqPCR byla odhalena vyssi prevalence, a to 11 % u lidi a 27 % u zvifecich vzorki. Metoda
gqPCR se ukazala byt 11x citlivejsi pro detekci giardie, protoze zachyti slabé intenzity infekci
v fadech az 10!, Oproti tomu pomoci konvenéni PCR je mozné zachytit pouze intenzity

infekce az od 10* a vice trofozoitd na vzorek.

Dale jsme u vSech vzorkd zji§tfovali vliv né€kolika vybranych faktord na pfitomnost
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 vibec (10 %) nebo cestuji mimo Evropu (9 %).

Dalsi kategorii, u které se G. intestinalis vyskytovala, jsou lidé v kontaktu se zviraty
(prevalence 9 %). U lidi bez kontaktu se zvifaty nebyl nalezen zadny pfipad pfitomnosti
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 zvitata (7
%). V kategorii pohlavi jsme zaznamenali prevalenci G. intestinalis vys§i u zen (9 %),
nezumuzll (5 %). Tento rozdil ovSem neni statisticky vyznamny (p = 0,07). Rozdily
v prevalenci byly zaznamenany mezi vékovymi kategoriemi, kdy nejvyssi procento
pozitivnich vzorkt bylo zaznamenano u vékové skupiny 0-3 let (11 %), coz muze ale byt

zkresleno niz§im pocétem ziskanych vzorki od této skupiny. Naopak prekvapivé
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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 muiZe byt zpusobeno tim, Ze od téchto skupin bylo ziskano méné vzorka.
Nicméné vzhledem k nerovnomérnému poctu vzorku zastoupenych u jednotlivych vékovych

kategorii nelze pfili§ vyvozovat vaznéjsi zavery.
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