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1 Úvod 

Giardia intestinalis (Giardia lamblia, Giardia duodenalis) je kosmopolitně rozšířený střevní 

prvok, který ročně způsobuje odhadem 180 miliónů symptomatických infekcí (Torgerson 

et al., 2015). Patří do skupiny Excavata, řádu Diplomonadida (Volf a Horák, 2007). Giardia 

intestinalis kolonizuje střevo mnoha druhů savců včetně člověka (Plutzer et al., 2010). Je 

původcem onemocnění zvané giardióza. Giardióza je celosvětově považována za jedno 

z nej častějších střevních parazitárních onemocnění u lidí (Puebla et al., 2017). 

1.1 Životní cyklus Giardia intestinalis 

Životní cyklus G. intestinalis (Obr. 1) je přímý a zahrnuje dvě stádia - bičíkatého trofozoita 

(Obr. 2a), který se váže na střevní mikroklky, a infekční cystu (Obr. 2b), která přetrvává 

v životním prostředí a je zodpovědná za přenos mezi hostiteli (Nosála a Dawson, 2015). 

K přenosu giardie dochází buď přímo (fekálně-orální cestou), nebo nepřímo 

(prostřednictvím kontaminovaných potravin a vody), přičemž druhá alternativa je hlavní 

cestou přenosu (Thompson et al., 2000). 

Excystace cyst giardií začíná v žaludku, kde je stěna oslabena žaludečními šťávami hostitele 

a kyselým pH, a následně je dokončena v tenkém střevě. V tenkém střevě se z každé cysty 

uvolňují dva trofozoiti, kteří se dělí binárním dělením. Trofozoiti se přichycují ke střevnímu 

epitelu prostřednictvím ventrálního adhezivního disku. Životní cyklus giardie je uzavřen 

ve chvíli, kdy se trofozoiti oddělí od střevního epitelu a začnou se pohybovat 

gastrointestinalním traktem směrem k slepému a tlustému střevu, kde encystují. Takto nově 

vytvořené cysty jsou vylučovány spolu s exkrementy v nepravidelných intervalech 

do prostředí. Cysty jsou infekční ihned po vyloučení z těla hostitele a jsou velmi odolné, 

protože mohou přežít i několik měsíců ve studené vodě. Inkubační doba giardiózy 

se pohybuje od 9 do 15 dní po požití cyst (Feng a Xiao, 2011; Nosála a Dawson, 2015). 
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Obr. 2: Morfologie životních stádií prvoka Giardia intestinalis: (a) trofozoit, velikost 10-20 

um x 5-15 um, (b) stádium cysty, velikost 11-14 um x 7-10 um 

(https://sites.google.com/site/giardiaintestinalisvalkotovich/home/characteristics-of-giardia- 

intestinalis). 
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1.2 Genetická diverzita a hostitelská specifita 

Výzkumy D N A polymorfismů odhalily, že by giardie mohla být považována za komplex 

několika druhů (Cacciô et al., 2018). I když jsou morfologicky nerozlišitelné, klasifikují 

se do osmi skupin označovaných jako asambláže A - H , které jsou fylogenetický vzdálené 

(Ryan a Zahedi 2019; Cacciô et al., 2018). Asambláže byly rozlišovány na základě 

alozymových fylogenetických analýz (Monis et al. 1998). Fylogenetické analýzy byly 

prováděny hlavně na základě sekvencí genů pro glutamátdehydrogenázu (GDH) (Monis 

etal., 1998; Monis et a l , 1999), trióza-fosfátizomerázu (TPI) (Monis et a l , 1999) 

a pro malou ribozomální podjednotku (SSU rRNA) (Capewell et al., 2020). 

U člověka byly dosud zaznamenány asambláže A a B, které vykazují širší hostitelskou 

specifitu a také zoonotický potenciál (Cacciô et al., 2018; Heyworth, 2016) (Tab. 1). 

Například psi mohou být potenciálně infikováni (zoonotickými) asamblážemi A a B 

(De Quadros et al., 2016; Zahedi etal., 2017). Asambláže A a B lze ještě dále rozdělit. 

Asambláž A je rozdělena do tzv. sub-asambláží A I - A I V (Feng a Xiao, 2011; Zahedi et al., 

2017). Sub-asambláže AI a AII byly běžně detekovány u lidí, zatímco AI, AIII a AIV jsou 

sub-asambláže zvířat (Hooshyar et al., 2017). Zoonotický potenciál je spojen pouze 

se sub-asambláží AI (Hooshyar et al., 2017). Asambláž B je kategorizovaná do čtyř 

sub-asambláží BI-BIV. Podle dostupné literatury byly u lidí nalezeny sub-asambláže BIU 

a BIV, zatímco BI a BII jsou specifické pro zvířata (Heyworth, 2016; Hooshyar et al., 2017). 

Sub-asambláže byly zavedeny na základě multilokusové sekvenční typizace za použití tří 

genů: B G (P-giardin), TPI a G D H (Cacciô et a l , 2008). 

Asambláže C až H mají, na rozdíl od předchozích, užší hostitelskou specifitu. Psi bývají 

infikováni asamblážemi C a D (Zahedi et al., 2017). U koček se většinou vyskytuje asambláž 

F (Ramírez-Ocampo et al., 2017). Asambláž E se vyskytuje u kopytníku. Přítomnost 

asambláže E byla detekována také u lidí, i když s mnohem nižší frekvencí než asambláže A 

a B (Zahedi etal., 2017; Cacciô et al. 2018). Asambláž G se vyskytuje u hlodavců 

a asambláž H u plourvonožců (více informací v tabulce 1) (Cacciô et al., 2018). Sporadicky 

byly asambláže C až H také zjištěny u lidí (Ryan a Zahedi, 2019). Sekvence z těchto izolátů 

se totiž vysoce shodovaly se sekvencemi asambláží C - H . Toto vše naznačuje, že současné 

nástroje pro molekulární genotypizaci mají své limity, a navíc může mít G. intestinalis širší 
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zoonotický potenciál, než se původně předpokládalo (Ryan a Zahedi, 2019; Capewell et al., 

2020). 

Tab. 1: Druhové zastoupení hostitelů v jednotlivých asamblážích prvoka Giardia intestinalis 

(převzato z publikace Hey worth, 2016) 

Asambláž Hostitel 
A člověk, pes, kočka, slepice, kráva, ovce, koza, jelen, fretka, prase, bobr, činčila, 

jaguár, kůň, nehumánni primáti, tuleň, lachtan, los, sob, racek, kytovci 
B člověk, pes, kráva, gazela, jelen, kůň, bobr, ondatra, činčila, fretka, králík, morče, 

nehumánni primáti, slepice, ovce, tuleni, prase, lachtan, pštros, delfín, racek 
C pes, klokan, kráva, prase, kytovci 
D pes, liška, činčila, klokan, kráva, kytovci 
E kráva, ovce, prase, koza, kůň, liška, jelen, kočka 

kočka, prase, 
F kytovci 
G krysa, myš 
H tuleň, racek 

1.3 Klinické příznaky a patogeneze 

Giardia je neinvazivní prvok, který kolonizuje lumen tenkého střeva (Certad et al., 2017). 

Kolonizace hostitelského střeva giardiemi se může projevit jako akutní průjem, který pokud 

není léčen může přecházet v průjem chronický (Certad et al., 2017). Dále mezi typické 

klinické příznaky patří tzv. mastný průjem (vlivem přichycených trofozoitů na střevní 

sliznici nedochází ke vstřebávání tuků), nevolnost, ztráta hmotnosti, dehydratace. Méně časté 

příznaky jsou zvracení, krev ve stolici, nebo horečka (Certad et al., 2017). K manifestaci 

symptomů giardiózy jsou nejvíce náchylné malé děti (Thompson a Ash, 2016). Ovšem 

na základě studií se zdá být většina infekcí G. intestinalis asymptomatická (Muadica et al., 

2020; Oliveira-Arbex et al., 2016; Puebla et a l , 2017, Reh et a l , 2019). 

Patogenní mechanismus G. intestinalis u pacientů se zjevným klinickým onemocněním 

spočívá v přichycení trofozoitů na střevní epitel hostitele (Fink a Singer, 2017). Tím, 

žetrofozoiti často pokrývají celý povrch epitelu tenkého střeva, mohou narušit příjem živin 

a vody (Fink a Singer, 2017). To následně odpovídá výše popsaným klinickým příznakům 
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a může vést k závažným gastrointestinálním poruchám a také k imunitní odezvě (Fink 

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

Inkubační doba giardiózy většinou trvá jeden až dva týdny (Certad et al., 2017). Akutní fáze 

giardiózy obvykle přetrvává od jednoho do tří týdnů, ale příznaky mohou trvat někdy 

i měsíce (Certad et al., 2017). Většina infekcí sama odezní, ale v endemických oblastech je 

běžná recidíva akutního onemocnění. Chronické infekce mají za následek podvýživu, 

nedostatek mikroživin (vitamínů A , D, E, K a zinku), malabsorpci (hlavně tuků), ztrátu 

hmotnosti a jsou spojovány s narušením růstu a kognitivním vývojem u malých dětí 

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

1.4 Giardia intestinalis a mikrobiom člověka 

Během posledních let bylo dosaženo pokroku v pochopení vlivu G. intestinalis na diverzitu 

střevního bakteriálního mikrobiomu u člověka. Nicméně k úplnému pochopení vlivu giardie 

na střevní mikrobiom je stále potřeba dalších studií (Fekete et al., 2021). Obecně střevní 

mikroflóra hraje klíčovou roli v homeostázi střev a celkového zdraví jedince. Během 

gastrointestinálních onemocnění dochází velmi často k její změně. Giardie interaguje 

se střevním mikrobiomem jak přímo, tak i nepřímo a díky tomu může modulovat 

metabolismus hostitele a imunitní odpověď. To vše může mít systémové účinky, které 

potenciálně přetrvávají i poté, co je patogen odstraněn (Berry et al., 2020; Fekete et al., 

2021). 

Dysbióza střevní bakteriální mikroflóry způsobená přítomností giardií je často spojována 

se ztrátou bariérové funkce střevního epitelu (Barash et al., 2017). To může vést ve vzácných 

případech až k post-infekčním komplikacím, jako jsou dlouhodobé poruchy střev podobné 

syndromu dráždivého tračníku (Allain a Buret, 2020), chronická únava (Hanevik et al., 

2017), post-infekční artritída, nebo bolest kloubů (Painter et al., 2017). Dieta může 

představovat nový rizikový faktor pro rozvoj těžké giardiózy a pro rozvoj post-infekčních 

komplikací, zejména u podvyživených dětí. Bylo prokázáno, že strava ovlivňuje složení 

střevní mikroflóry, což může způsobovat velmi různé symptomy při giardióze (Fekete et al., 

2021). 
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Roli ve střevním mikrobiomu při giardióze hraje také užívání antibiotik (Singer a Nash, 

2000; Maertens et al., 2021). Cílená infekce giardiemi u myší vykazuje proměnlivou míru 

úspěšnosti kolonizace ve střevě, kterou lze překonat perorálním podáváním antibiotik. 

Antibiotika výrazně snižují bakteriální diverzitu v trávicím traktu. U myší léčených 

antibiotiky byl zaznamenán daleko chroničtější průběh infekce giardií, než u myší 

bez užívání antibiotik (Singer a Nash, 2000; Maertens et al., 2021). Tato zjištění naznačují 

důležitou roli mikrobiomu při vzniku infekce G. intestinalis (např. Maertens et al., 2021). 

Giardióza se zpočátku hůře diagnostikuje, což často vede k předepisování antibiotik kvůli 

možné bakteriální infekci. Běžná antibiotika nejsou na giardii účinná, navíc přispívají 

k výraznému zhoršení průběhu infekce. Nesprávná léčba giardie antibiotiky může vést 

k závažnějším a déletrvajícím infekcím (Beer et al., 2017). 

Nedávný výzkum se zaměřil také na význam probiotik v prevenci a léčbě giardiózy, 

a to v in vitro a in vivo experimentech. Výsledky naznačují, že některá probiotika mohou mít 

vliv na zmírnění průběhu giardiózy (Allain et al., 2018; Fekete et al., 2021). Probiotika jsou 

definována jako živé mikroorganismy, které při podávání v přiměřeném množství prospívají 

zdraví hostitele. Jedná se o velkou třídu mikroorganismů, včetně bakterií a kvasinek. 

Probiotika mohou mít určité ochranné účinky proti jiným gastrointestinálním onemocněním, 

včetně některých parazitárních infekcí (Hill et al., 2014; Fekete et al., 2021). Za poslední dvě 

desetiletí několik studií zkoumalo účinky probiotických kmenů na zmírnění průběhu infekce 

giardiemi jako alternativní strategii prevence a léčby giardiózy (Allain et al., 2018; Fekete 

etal., 2021). Několik bakterií, které jsou používány v probioticích, vykazovaly cytotoxické 

účinky pro trofozoity giardie. Nej výraznější účinky vykazovaly laktobacily, přičemž 

i několik dalších druhů vykazovalo takové účinky, tj. Bifidobacterium spp., Weissella 

paramesenteroides, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii (Allain et al., 2018; 

Fekete et al., 2021). Tudíž se zdá být užívání probiotik jako možnost podpůrné léčby 

giardiózy. 

6 



1.5 Výskyt Giardia intestinalis 

1.5.1 Výskyt u lidí 

Výskyt G. intestinalis je kosmopolitní a její prevalence se výrazně liší mezi rozvojovými 

a industrializovanými zeměmi. Vysoké prevalence giardie jsou hlášeny v rozvojových 

zemích, zejména v obydlených oblastech s nízkými hygienickými standarty a převážně u dětí 

(Sánchez et al., 2017). V rozvojových zemích je prevalence G. intestinalis vyšší, než 

ve vyspělých zemích, a to kolem 20 až 40 % (Abdullah et al., 2016; Samie et al., 2020). Je 

dobře známo, že v rozvojových zemích jsou infekce giardiemi spojeny se špatnými 

hygienickými podmínkami a špatnou kvalitou vody (Younas et al., 2008). Například studie 

z Jihoafrické republiky ukázala, že patogeny mohou být přenášeny požitím zeleniny 

zavlažované opětovným použitím odpadních vod (Gumbo et al., 2010). 

Studie v Jižní Africe u dětí odhalily prevalenci giardie 1-30 % (Samie et al., 2009). 

V Zambii byla zjištěná 10% prevalence (33/329) u asymptomatických dětí ve věku 3-16 let 

(Tembo et al., 2020). V Malajsii byla zjištěna prevalence 12 % (Choy et al., 2014). 

V kolumbij ském povodí Amazonky byla pozorována vysoká prevalence giardie, a to 65 % 

(184/284) ve vzorcích stolice získaných od dětí do 15 let. Takto vysoká prevalence souvisí 

s faktem, že lidé žijící v těchto oblastech mají špatné hygienické podmínky, což usnadňuje 

fekálně-orální přenos infekce (Sánchez et al., 2017). Prevalence giardiózy u lidí v různých 

regionech Íránu byla zjištěna od 1 % do 38 % (Daryani et al., 2012; Hooshyar et al., 2017). 

V nejnovějších studiích v Íránu zjistili 4% prevalenci (78/1790) G. intestinalis (Rahimian 

et a l , 2018) a 8% prevalenci (84/1000) (Viesy et al.. 2020). 

Prevalence giardie ve vyspělých zemích se pohybuje mezi 2 a 5 % (Abdullah et al., 2016; 

Samie et al., 2020). Nicméně o prevalenci G. intestinalis v populaci zdravých lidí 

(tzn. bez klinických příznaků charakteristických pro onemocnění střev) ve vyspělých zemích 

není mnoho informací, protože jsou převážně diagnostikovány pouze případy klinické 

giardiózy u pacientů (Seguí et al., 2018). V průmyslových zemích jsou případy giardie 

obvykle spojovány s cestováním a imigrací (Ekdahl a Andersson, 2005). Krížikovým 

skupinám patří zejména kojenci, malé děti ve školách a školkách, homosexuálové 

a imunosuprimovaní jedinci (Cacciô et al., 2018; Yoder et al., 2007; Samie et al., 2020). 
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Ve Spojených státech a Velké Británii je G. intestinalis nejběžnějším prvokem způsobujícím 

střevní potíže u lidí (Coffey et al., 2021). Ve Spojených státech je giardióza ojediněle 

zjišťována od roku 1992. V letech 1995 až 2016 byl v USA průměrný počet hlášených 

případů giardie 19 781 za rok (rozpětí 14 623-27 778 případů) (Coffey et al., 2021). 

V posledních letech se roční výskyt giardiózy ve Spojených státech snížil, a to u všech 

věkových skupin. Incidence giardie u mužů a starších věkových skupin neklesla v takové 

míře jako u žen a dětí (Coffey et al., 2021). V Anglii a Walesu je detekováno kolem 3000 

až 4000 případů ročně (Public Health England, Londýn, Spojené království). Ve Spojeném 

království byla u asymptomatických dětí a dospělých zachycena 17% prevalence 

G. intestinalis (37/212) (Waldram et al., 2017) a 1% prevalence u 230 asymptomatických 

dětí (Daviesetal., 2009). 

Dalším příkladem země, ve které je G. intestinalis poměrně významným parazitárním 

onemocněním, je Kuba. Na Kubě infekce giardií představuje jednu z nej významnějších 

střevních parazitárních infekcí u dětí vůbec a má zvláště silný klinický dopad na dětskou 

populaci (Núňez et al., 2003; Puebla et al., 2017). Prevalence se pohybuje mezi 9 až 22 % 

(Canete et al., 2012; Puebla et al., 2014). U dětí vjeslích (0,5 - 5 let) na Kubě byla 

zachycena vysoká prevalence G. intestinalis, a to 54,8 % (57/104) (Canete et al., 2012). 

Ve studii Puebla et al. (2017) u dětí na Kubě zjistili nižší prevalenci 8 % (68/847). 

Dále byla zjišťována prevalence G. intestinalis např. i v Portugalsku a v dalších 

industrializovaných zemích. U zdravé dětské populace v Portugalsku zjistili prevalenci 

1,9% (16/844) (Júlio et al., 2012). Zajímavostí je, že ve Španělsku byla 

u asymptomatických dětí ve věku 1 rok až 16 let zjištěna prevalence G. intestinalis vyšší, 

a to 17,4 % (263/1512) (Muadica et a l , 2020). V Maďarsku byla detekována giardie u 2 % 

lidí (6/300) (Plutzer et al., 2014). Například v Nizozemsku byla detekována prevalence 

5,4 % u pacientů s gastroenteritidou a 3,3 % u asymptomatických osob (de Wit et al., 2001, 

Plutzer et al., 2014). 

V České republice bylo v letech 1975 až 1982 vyšetřeno celkem 1 750 imunokompetentních 

osob na přítomnost gastrointestinálních parazitů. Jednalo se převážně o lidi zaměstnané 

v zemědělských podnicích. Giardia intestinalis byla pomocí mikroskopie zachycena u 1 % 

lidí (14/1750) (Štěrba et al., 1988). 
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1.5.2 Výskyt u psů a koček 

Nedávná studie Bouzid et al. (2015) odhalila ve Velké Británii prevalenci G. intestinalis 

u psů 15,2 % a u koček 12 %. Autoři další studie Uiterwijk et al. (2018) popisují prevalenci 

u zdravých dospělých psů mezi 0,4-34 %, u psů se známkami gastrointestinálního 

onemocnění 2,3-25 %, u štěňat 7-63 % a u psů žijících ve skupinách 2,3-50 %. V České 

republice byla provedena studie pro zjištění prevalence G. intestinalis u psů žijících 

v domácnostech a v útulcích (Dubna et al., 2007). Výrazně vyšší prevalenci zaznamenali 

ve venkovských oblastech (2,2 %) ve srovnání s městem Praha (0,1 %). Tato studie také 

popsala korelaci mezi pobytem psa v útulku a infekcí giardií, jejíž prevalence se po delším 

pobytu v útulku l l x zvyšuje (Dubna et al., 2007). U psů z útulků byly detekovány 

následující prevalence G. intestinalis: 45,3 % (29/64) v ČR (Hammerbaurová, 2021), 55,2 % 

(101/183) v Itálii (Papini et a l , 2005), 40,6 % (221/544) ve Španělsku (Ortufio a Castella, 

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

V Dánské studii zaměřené na výskyt G. intestinalis u koček byla zjištěna 7% prevalence 

(20/284) (Enemark et a l , 2020). V České republice bylo v roce 2017 vyšetřeno 118 

toulavých a domácích koček (Kváč et al., 2017). Z nich bylo 5,9 % pozitivních na giardií, 

vyšší prevalence byla nalezena u toulavých koček (7,8 %), než u domácích koček (3,6 %). 

1.6 Diagnostika Giardia intestinalis 

Laboratorní diagnostika G. intestinalis je často založena na přímém mikroskopickém 

průkazu cyst, případně trofozoitů v exkrementech. Nicméně v současnosti je pro diagnostiku 

giardie k dispozici také několik imunologických testů a molekulárních metod (Hooshyar 

et al., 2019). Všechny diagnostické metody vykazují různý stupeň citlivosti a specificity 

(např. Uiterwijk et al., 2018). 

1.6.1 Koproskopická diagnostika 

Koproskopická detekce je považována za tzv. zlatý standard pro diagnostiku giardie (Laude 

et al., 2016). Touto metodou se detekují především cysty přítomné v exkrementech. Citlivost 

mikroskopických technik závisí na výběru metody, na počtu vyšetřených vzorků exkrementů 

a na zkušenostech diagnostika (Hooshyar et al., 2019). Využívají se barvené roztěry trusu 

(giemsa, tri chrom, methylenová modř, lugolův roztok) a koncentrační metody (nejčastěji 
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flotace) (Hooshyar et al., 2019). Vzhledem k tomu, že cysty giardie jsou s exkrementy 

vylučovány v nepravidelných intervalech, lze citlivost těchto metod zvýšit odběrem 

a testováním tří vzorků od jedince ve třech po sobě jdoucích dnech (Soares a Tasca, 2016; 

Garcia et al., 2018). Vyšetření jednoho vzorku exkrementu zachytí přítomnost giardie v 60 

až 80 % případů, vyšetření dvou vzorků stolice umožní detekci 80 až 90 % případů 

a vyšetřením třech vzorků stolice je možné detekovat přes 90 % infekcí (Hooshyar et al., 

2019). Nevýhodou koproskopických metod je nízká citlivost, zejména pak v případě nízké 

intenzity infekce. Tyto podprahové infekce G. intestinalis u asymptomatických jedinců jsou 

velmi běžné (Alharbi et al., 2020). Proto je pro co nejpřesnější diagnostiku giardie vhodné 

využívat i jiné metodické přístupy (Soares a Tasca, 2016). 

1.6.2 Imunodiagnostika 

Během posledních třiceti let byly vyvinuty různé imunologické metody pro detekci 

G. intestinalis na základě detekce antigénu, nebo specifických protilátek ve stolici (Johnston 

et al., 2003). Jednou z nejčastěji užívaných imunodiagnostických metod pro detekci 

protilátek je ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Tyto metody jsou používány 

převážně v laboratořích bez zkušeností s parazitologickou diagnostikou a v nemocnicích, 

protože se jedná o časově nenáročné testy (Johnston et al., 2003; Hooshyar et al., 2019). 

Ovšem doporučením v případě imunodiagnostiky giardiózy je doplnění mikroskopickým 

vyšetřením (Hooshyar et al., 2019). 

1.6.3 Molekulární diagnostika 

Molekulární diagnostika umožňuje detekovat infekce G. intestinalis s využitím celkové 

D N A získané z exkrementů. Nejčastěji používanými molekulárními metodami jsou PCR 

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

Diagnostika pomocí PCR a qPCR 

V průběhu let bylo zavedeno několik molekulárních markerů určených pro detekci 

a následně pro zkoumání genetické diverzity G. intestinalis. V tomto kontextu jsou nejčastěji 

používané geny kódující B G , TPI a G D H (Capewell et al., 2020). Navíc stejně jako u jiných 

druhů organizmů se pro molekulární genotypizaci využívá PCR a sekvenování části genu 

pro SSU rRNA (Wielinga a Thompson, 2007). Oblast SSU rRNA by měla být vhodnější 
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pro diagnostiku přítomnosti giardie, než ostatní geny, kvůli vyšší citlivosti, protože se jedná 

o gen, který je vgenomu obsažen ve více kopiích (60 až 130 v jednom jádře) (Nantavisai 

et al., 2007). Nicméně kvůli vysokému obsahu GC bazí v oblasti pro SSU rRNA dochází 

k problémům se specificitou (Capewell et al., 2020; Wielinga a Thompson, 2007). Existují 

také některé zřídka používané markery, jako je spacer (ITS-1) nebo elongační faktor 1 

(EF-1). Lze je však amplifikovat daleko obtížněji než jiné markery, proto se moc nepoužívají 

(Capewell et al., 2020). K určení asambláží G. intestinalis ve studiích se velmi často používá 

gen pro TPI (Brožová, 2019; Deng et a l , 2017, Minetti et al., 2015; Rahimian et al., 2018). 

Diagnostické metody založené na qPCR jsou vhodné jako cenný diagnostický nástroj 

v rámci epidemiologických studiích, protože vykazují nejvyšší citlivost (Uiterwijk et al., 

2018). Ke qPCR detekci giardie se využívají geny pro B G (Hijjawi et al., 2018), SSU rRNA 

(Boadi et a l , 2014; Verweij et al., 2004), G D H (Boadi et a l , 2014; Yang et a l , 2014) a TPI 

(Elwin et al., 2014). Avšak qPCR metody nejsou vhodné pro stanovení genetické diverzity, 

protože se pro amplifikaci využívají velmi krátké úseky genů (Laude etal., 2016). Detekce 

giardie pomocí qPCR byla shledána jako citlivější metoda pro diagnostiku, než je ELISA 

a mikroskopie. Například autoři studie Beyhan a Cengiz (2017) odhalili nejvyšší citlivost 

pro diagnostiku giardií u qPCR přístupu, oproti mikroskopii a ELISA. Podobně je 

to popsáno i v další studii Laude et al. (2016), kde qPCR diagnostika vykazovala citlivost 

92 % a specifitu 100 % u detekce giardií. Například v práci Uehlinger et al. (2017) byla 

zjištěna velmi špatná citlivost a specifita konvenčního PCR (58 %; 56 %) 

oproti imunofluorescenci, mikroskopii a komerčně dostupným testům (SNAP Giardia). 

Abychom byli lépe schopni porozumět molekulární epidemiologii a biologii G. intestinalis, 

bude do budoucna zapotřebí najít a zoptimalizovat vhodnější nástroje nejen pro její detekci, 

ale také pro její pro genotypizaci (Capewell et al., 2020). 
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2 Cíle 

Hlavním cílem této studie bylo zjistit výskyt střevního prvoka Giardia intestinalis 

u zdravých dobrovolníků (tj. u lidí bez střevních potíží) s použitím qPCR diagnostiky. 

Následně zjistit, zda se G. intestinalis vyskytuje u zvířat, se kterými jsou tito lidé v kontaktu. 

Dílčí cíle byly následující: 

• optimalizovat qPCR protokol pro detekci G. intestinalis; 

• zjistit prevalenci prvoka G. intestinalis v souboru dobrovolníků a jejich zvířat 

v České republice; 

• porovnat citlivost qPCR metody a konvenčního PCR pro diagnostiku G. intestinalis; 

• zjistit korelace mezi přítomností G. intestinalis a specifickými faktory (cestování, 

život na vesnici či ve městě, kontakt se zvířaty, pohlaví a věk). 
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3 Materiál a metodika 

3.1 Sběr vzorku 

Tato studie navazuje na rozsáhlý výzkum výskytu dalšího střevního prvoka Blastocystis sp. 

u zdravých lidí bez střevních potíží (Lhotská et al., 2020). Vzorky stolice a trusu (428) byly 

získány od asymptomatických dobrovolníků a jejich zvířat z různých částí České republiky 

v letech 2017 až 2019. V mojí studii bylo získáno o osm lidských vzorků více než v Lhotská 

et al. (2020). Žádný ze zahrnutých dobrovolníků netrpěl gastrointestinálními příznaky, jako 

je například průjem, bolest břicha nebo plynatost. Vzorky trusu zvířat jsme získávali pouze 

od zvířat, se kterými byli tito lidé v blízkém kontaktu, abychom ověřili případnou existenci 

zoonotického potenciálu [podrobnosti viz Lhotská et al. (2020)]. Pro účely této studie 

účastníci vyplnili dotazník, ve kterém poskytli informace o pohlaví, věku, lokalitě (město / 

vesnice), cestování (Evropa / mimo Evropu) a kontaktu se zvířaty (Lhotská et al., 2020). 

Každý účastník podepsal informovaný souhlas s účastí ve studii. Tato studie byla posouzena 

jako eticky přípustná a odpovídající rozsahu Etické komise Biologického centra A V ČR 

v.v.i. v Českých Budějovicích (číslo rozhodnutí 1/2017). Veškerá data byla přísně 

anonymizována a zpracovávána v souladu s platnými zákony České republiky (např. Zákon 

č. 101/2000 Sb. O ochraně osobních údajů). 

3.2 Molekulární diagnostika 

V rámci této studie byla pro diagnostiku Giardia intestinalis v souboru vzorků lidí a zvířat 

využita metoda real-time PCR (qPCR). V mojí bakalářské práci jsem se zabývala 

sensitivitou a specifitou několika protokolů konvenčního PCR pro diagnostiku giardií 

(Brožová, 2019). Nicméně jsem zjistila, že jejich citlivost je poměrně nízká a je obtížné 

zachytit nízké intenzity infekce, které se u asymptomatických jedinců vyskytují relativně 

často. Z těchto důvodů jsme se rozhodli zavést qPCR diagnostický protokol pro detekci 

G. intestinalis a zároveň srovnat citlivost obou molekulárních přístupů. 
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3.2.1 Izolace celkové DNA 

Celková D N A ze získaných vzorků exkrementů byla extrahována pomocí komerčního kitu 

PSP Spin Stool D N A (Stratec, Německo) podle protokolu výrobce. Z každého vzorku bylo 

takto získáno 200 ul D N A (koncentrace v rozmezí 120 až 850 ng/ul), která byla skladována 

při teplotě -20 °C 

3.2.2 Diagnostika qPCR 

Ve studii byly všechny vzorky D N A využity pro qPCR diagnostiku G. intestinalis. Protokol 

qPCR je navržen pro amplifikaci fragmentu genu pro SSU rRNA o velikosti 62 bp, 

s použitím specifických primerů Giardia 80 F a Giardia 127 R, a pro následnou detekci je 

použita TaqMan sonda Giardia 105 T (Verweij et al., 2004). Sekvence primerů a sondy jsou 

uvedeny v tabulce 2. Uvedený protokol pro qPCR byl optimalizován pro cykler L C 480 I 

(Roche, Basilej, Švýcarsko) a přizpůsoben konkrétním podmínkám, například polymeráze 

Master Mix - 5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus R O X (Solis BioDyne, Estonsko). 

Vlastní reakční podmínky qPCR protokolu byly následující: počáteční denaturace 95 °C/10 

min, 50 x (95 °C/15 s, 60 °C/30 s, 72 °C/30 s). Každá reakce obsahovala 1 ul každého 

primerů, 1 ul sondy TaqMan, 4 ul polymerázy, 8 ul miliQ vody a 5 ul extrahované D N A . 

Na každé reakční desce byla vždy přítomna také negativní kontrola (DNA nahrazena miliQ 

vodou) a kontrola pozitivní (DNA z in vitro kultury trofozoitů G. intestinalis). 

Tab. 2: Přehled použitých primerů a sondy dle Verweij et al. (2004) 

Primery a sonda Sekvence 
Giardia 80 F 5 -GACGGCTCAGGACAACGGTT-3' 
Giardia 127 R 5 -TTGCCAGCGGTGTCCG-3' 
Sonda TaqMan Giardia 105 T FAM-CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG-BHQ-1 

Sestrojení kvantifikační křivky: Pro vyhodnocení intenzity infekce G. intestinalis 

v pozitivně testovaných vzorcích byla sestavena kvantifikační křivka. Tato křivka byla 

vytvořena na základě desítkové ředící řady D N A buněk z kultury trofozoitů giardie a byla 

nastavena v řádovém rozmezí 10"1 až 105 trofozoitů. 
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Kontrola vnitřní inhibice při qPCR: Ve vzorcích D N A získané z exkrementů může 

docházet k blokování vlastního amplifikačního procesu během PCR, tzv. vnitřní inhibici 

(Stensvold et al., 2012). Pro účely ověření / vyloučení vnitřní inhibice jsme použili vzorky, 

ve kterých nebyla detekována G. intestinalis a ani žádný z dalších prvoků sledovaných v naší 

laboratoři (tj., Blastocystis sp., Dientamoeba fragilis). Možnou vnitřní inhibici jsme testovali 

přidáním cizorodé D N A k analyzovanému templátu. Tzv. cizorodá D N A byla izolovaná 

z tkáně potkana a použili jsme protokol pro amplifikaci „house-keeping" potkaního genu 

pro beta-2 podjednotku mikroglobulinu (B2M) (s komerčními primery a Taqman sondou; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). 

3.2.4 Statistické srovnání citlivostí dvou molekulárních přístupů pro detekci giardie 

Rozdíl v citlivosti pro detekci G. intestinalis mezi dvěma molekulární přístupy (i) qPCR 

a (ii) konvečním PCR (Brožová, 2019) byl vyhodnocen s použitím McNemarova testu 

s Yatesovou korekcí (0,5). Statistická analýza byla provedena pomocí softwaru SciStatCalc 

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

3.3 Souvislost mezi specifickými faktory a výskytem Giardia intestinalis 

Podobně jako v práci Lhotská et al. (2020) jsem se zabývala souvislostmi mezi některými 

zvolenými specifickými faktory a výskytem G. intestinalis. Jednalo se o vliv životního stylu 

(život ve městě / vesnici a cestování), kontakt se zvířaty, pohlaví a věk. U všech lidských 

vzorků testovaných na přítomnost giardie byl zjišťován vliv životního stylu na výskyt 

G. intestinalis. Tato kategorie zahrnuje dva faktory, a to (i) život ve městě / vesnici 

a (ii) cestování. Vesnice byla definována počtem obyvatel do 2000 obyvatel. Cestování bylo 

rozděleno do tří kategorií - žádné cestování, cestování v rámci Evropy a cestování mimo 

Evropu, podobně jako v předchozí studii Lhotská et al. (2020). Počet vzorků lidí 

(viz kapitola 3.1) se v porovnání se studií Lhotská et al. (2020) lišil (288 vs. 296) 

(viz kapitola 4.1). Rozdíly mezi kategoriemi v prevalenci G. intestinalis byly vyhodnoceny 

s využitím chí-kvadrát testu pomocí softwaru GraphPad Prism 5.0. 
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3.4 Modifikovaná Sheatherova flotační metoda 

Všechny získané vzorky exkrementů (lidské i zvířecí) byly vždy také vyšetřeny 

koproskopicky s využitím Sheatherovy flotace (více informací v Brožová, 2019). 

Část každého vzorku (približne o velikosti hrášku) byla rozmíchána v destilované vodě 

(cca 2-3 ml) a homogenizovaná ve třecí misce. Suspenze byla poté přelita přes sítko 

do skleněné zkumavky a odstředěna při 600 g po dobu 3 minut. Supernatant byl pak 

odstraněn a zbylý pelet rozmíchán nejprve v malém objemu (cca 1-2 ml) Sheatherova 

roztoku (cukerný flotační roztok o specifické hustotě 1, 33 (Sheather, 1923). Následně byl 

Sheatherův roztok do zkumavky doplněn přibližně 1 cm pod okraj a převracením byla 

zkumavka promíchána. Směs byla opět odstředěna při 600 g / 3 min. Na závěr byla 

povrchová blanka pomocí bakteriologické kličky přenesena na podložní sklíčko a preparát 

byl vyšetřen pod světelným mikroskopem (CX22LED, Olympus, ČR) při zvětšení 20-100x. 
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4 Výsledky 

4.1 Získaný soubor vzorku 

Pro účely epidemiologické studie na střevních prvocích (více viz Lhotská et al., 2020) bylo 

získáno 428 vzorku. Počet vyšetřených vzorku se lišil v porovnání se studií Lhotská et al. 

(2020), kde bylo zpracováno 288 lidských a 136 zvířecích vzorků na přítomnost Blastocystis 

sp. V této studii jsme vyšetřili 428 vzorků, z toho 296 vzorků stolice od zdravých lidí a 132 

vzorků trusu od zvířat ze 14 regionů České republiky (Obr. 3). 

Obr. 3: Mapa ČR s původem získaných vzorků (převzato z publikace Lhotská et al., 2020). 

4.2 Výskyt a prevalence Giardia intestinalis na základě qPCR 

Pomocí zoptimalizovaného qPCR protokolu specifického pro G. intestinalis byl otestován 

celý soubor vzorků (Tab. 3). Byla zjištěna 7% prevalence G. intestinalis u lidí (22/296). 

U zvířat byla G. intestinalis zjištěna u 19 % vzorků (25/132). Ve vzorcích trusu zvířat byla 

giardie detekována u psů (10/54), koček (4/19), králíků (5/13), prasat (2/3), krávy (1/2), kozy 

(1/4), morčete (1/2) a koně (1/15) (více informací v tabulce 3). Vjednom případě byla 

zjištěna giardie u majitele pozitivního králíka. Bohužel se nám nepodařilo získat sekvenci 

z pozitivního vzorku majitele, proto nebylo možné vzorky sekvenčně porovnat a vyjádřit 

sek zoonotickému potenciálu (viz dále). Navíc jsem odhalila také čtyři případy, kdy byla 

pozitivní zvířata (psi, kočky, králíci), ale jejich majitelé byli sami negativní. 
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Tab. 3: Přehled testovaných lidských a zvířecích vzorků pomocí qPCR protokolu 

pro Giardia intestinalis (N=počet) 

hostitel kategorie N N pozitivní 
Homo sapiens asymptomatičtí lidé 296 22 (7%) 
Canis lupus famüiaris psi 54 10 (19%) 
Felis silvestris catus kočky 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 papoušci 1 0 
Sus scrofa domestica prasata 3 2 (67%) 
Bos primigenius taurus krávy 2 1 (50%) 
Capra aegagrus hircus kozy 4 1 (25%) 
Ovis aries ovce 6 0 
Oryctolagus cuniculus domesticus králíci 13 5 (39%) 
Phodopus sungorus křečci 1 0 
Cavia aperea porcellus morčata 2 1 (50%) 
Equus caballus koně 15 1 (7%) 
Atelerix albiventris ježci 1 0 

4.3. Kvantifikace intenzity infekce giardií v pozitivních vzorcích 

Ve 47 vzorcích, pozitivně testovaných na giardii na základě qPCR, byla zjišťována intenzita 

infekce s použitím kvantifikační křivky v řádovém rozmezí 10"1 až 105 trofozoitů na vzorek 

(Obr. 4; Tab. 4). Ve většině případů se jednalo o velmi slabé infekce, odpovídající hodnotám 

1-101 trofozoitů na vzorek (Tab. 4). 

Tab. 4: Vyhodnocení intenzity infekce s využitím kvantifikační křivky v rozmezí řádů 10"1 

až 105 trofozoitů na vzorek (N=počet) 

intenzita infekce N pozitivních vzorků 
1-101 42 
102 3 
104 2 

18 



Standard C u 

10 

10 

L o g C o n c e n t r a t i o n 

Obr. 4: Kvantifikační křivka pro qPCR, nastavena v rozmezí řádů 10"1 až 105 trofozoitů 

na vzorek. 

4.4 Porovnání senzitivity diagnostických metod 

Diagnostika G. intestinalis pomocí qPCR byla zvolena na základě výsledků mé bakalářské 

práce, kde jsem zjistila velmi nízkou citlivost konvenčního PCR (Brožová, 2019). 

Při posouzení senzitivity mezi konvenčním PCR a qPCR jsme porovnali 142 vzorků, které 

byly testovány pomocí obou metod. Zatímco konvenční PCR odhalila G. intestinalis pouze 

ve 2 případech (2/142), tak u qPCR to bylo ve 22 případech (22/142) (Tab. 5). Mezi oběma 

metodami byl nalezen statisticky významný rozdíl. Detekce pomocí qPCR je citlivější (%2 = 

19,01; p<0,01; Tab. 6). Real-time PCR zachytilo vyšší prevalenci u lidí a zvířat (11 %; 27 

%), než konvenční PCR (1 %; 2 %) (Tab. 5). 
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Kromě toho byly všechny vzorky (428) vyšetřeny také pomocí Sheatherovy flotace, kde byly 

zachyceny pouze 2 pozitivní vzorky (člověk, králík). Tento výsledek odpovídá výsledkům 

získaných z konvenčního PCR. 

Tab. 5: Prevalence G. intestinalis získané na základě dvou diagnostických metod (PCR 

a qPCR) na částečném souboru 142 vzorků 

PCR qPCR 
Lidé Zvířata Lidé Zvířata 
1% 2% 11% 27% 

alence (1/101) (1/41) (11/101) (11/41) 

Tab. 6: Porovnání výsledků dvou diagnostických metod (PCR a qPCR) u 142 vzorků. 

McNemarův test 

qPCR 
pozitivní negativní 

pozitivní 2 0 2(1%) 
negativní 20 120 140(99%) 

22(15%) 120(85%) 142 

4.5 Asambláže 

Vzhledem k tomu, že jsem s pomocí qPCR zaznamenala převážně slabé intenzity infekcí 

giardií ve vzorcích, které byly negativní v konvenčním PCR, bylo téměř nemožné získat 

sekvence pro určení asambláží. Proto se mi podařilo získat pouze dvě sekvence ze celkových 

47 vzorků pozitivních metodou qPCR. Konkrétně se jednalo o vzorek králíka a člověka, kteří 

spolu nebyli v žádném kontaktu. Oba vzorky patří do asambláže B. 
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4.6 Korelace výskytu Giardia intestinalis s vybranými specifickými faktory 

Na základě informací z vyplněných dotazníků od dobrovolníků (více informací viz kapitola 

3.1) bylo u všech vzorků pozitivních v qPCR zjišťováno, jestli existují nějaké korelace 

mezi výskytem G. intestinalis a některými faktory uvedenými níže. 

4.6.1 Životní styl 

Život ve městě / vesnici 

Ze souboru 296 vzorků lidí žije na vesnici 83 lidí (28 %) a ve městě 213 lidí (72 %). U lidí 

na vesnici byla zjištěna prevalence 5 % (4/83), zatímco u lidí žijících ve městě, byla 

detekována prevalence vyšší, a to 8 % (18/213). Rozdíl mezi oběma kategoriemi je 

statisticky nevýznamný (p = 0,14). 

Cestování 

Z celkového počtu vzorků lidí, 52 (18 %) uvedlo, že vůbec necestovalo a v rámci Evropy 

cestovalo 244 lidí (82 %), z nichž 104 lidí (35 %) cestovalo i mimo Evropu. U jedinců, kteří 

necestují, byla detekována 10% prevalence G. intestinalis (5/52), u cestovatelů v rámci 

Evropy byla zachycena prevalence 7 % (17/244) a u lidí, kteří cestovali i mimo Evropu, byla 

zachycena prevalence 9 % (9/104). Nebyl nalezen žádný statisticky významný rozdíl 

(p = 0,25) mezi skupinami, které necestují nebo cestují pouze v rámci Evropy a ani u skupin, 

které necestují nebo cestují mimo Evropu (p = 0,42). 

4.6.2 Kontakt se zvířaty 

Pro vyhodnocení korelace mezi výskytem G. intestinalis a kontaktem se zvířaty jsem 

vytvořila dvě kategorie a to (i) domácí zvířata (psi, kočky) a (ii) hospodářská zvířata (krávy, 

prasata, koně, ovce, kozy, drůbež). Z 296 vyšetřených lidských vzorků byl kontakt se zvířaty 

velmi častý, a to u 252 lidí (85 %). V kontaktu se zvířaty nebylo pouze 44 lidí (15 %). 
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Giardia intestinalis byla zachycena u 22 lidí, kteří byli v kontaktu se zvířaty. To znamená, 

že byla zjištěna prevalence 9 % (22/252); u lidí bez kontaktu se zvířaty to bylo 0 %. 

Kontakt se zvířaty byl ještě rozdělen na dvě podskupiny - kontakt s domácími zvířaty (252) 

a kontakt i s hospodářskými zvířaty (72). U lidí v kontaktu s domácími zvířaty bylo 22 

pozitivních vzorků z celkových 252 vzorků (9 %). U lidí v kontaktu i s hospodářskými 

zvířaty, bylo pozitivních 5 vzorků ze 72 (7 %). Je statisticky významné, jestli byli lidé 

v kontaktu se zvířaty (p = 0,02), ale není statistický rozdíl v tom, zda se jednalo o domácí 

nebo hospodářská zvířata (p = 0,31). 

4.6.3 Pohlaví a věk 

Vliv pohlaví na prevalenci giardie 

Z 296 získaných lidských vzorků se jednalo ve 172 případech o ženy a ve 124 o muže. 

O trochu vyšší prevalenci jsme zachytili u žen, a to 9 % (16/172). U mužů byla prevalence 5 

% (6/124). Rozdíl mezi kategoriemi v prevalenci giardie u mužů a žen není statisticky 

významný (p = 0,07). 

Vliv věku na prevalenci 

Testované lidské vzorky byly rozděleny do osmi věkových kategorií (Lhotská et al., 2020) 

za účelem zjištění prevalencí v konkrétních věkových skupinách. Kategorizace dle věku 

v naší studii vytvořila různě velké soubory s nerovnoměrně zastoupenými počty vzorků, 

které lze velmi obtížně srovnávat. Nejpočetněji zastoupené věkové skupiny byly 18-30 let 

(73 získaných vzorků) a 31-49 let (88 vzorků). Naopak nejméně zastoupenou skupinou byla 

skupina 13-17, kde byly získány pouze 4 vzorky. Počty vzorků v jednotlivých kategoriích 

lze vidět v tabulce 7. Nejvíce pozitivních vzorků giardie bylo nalezeno u věkových skupin 

18-30 let (7 pozitivních vzorků; 10 %) a 31-49 let (7 pozitivních vzorků; 8 %). Nejvyšší 

prevalence byla zaznamenána u věkové skupiny 0-3 let (11 %), nicméně v této skupině bylo 

získáno méně vzorků, než v ostatních skupinách. Naopak G. intestinalis nebyla nalezena 

u dětí a dospívajících ve věkových skupinách 4-6 let, 7-12 let a 13-17 let (více informací 

v tabulce 7). 
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Tab. 7: Výskyt Giardia intestinalis dle věkových kategorií 

Věkové kategorie Vyšetřené vzorky Pozitivní 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 Testování vnitřní inhibice 

Všechny vzorky, které vyšly negativně na přítomnost střevních prvoků (248), byly 

podrobeny testu vnitřní inhibice. Ukázalo se, že k vnitřní inhibici nedošlo u žádného 

ze vzorků. 
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5 Diskuze 

Výskyt střevního prvoka Giardia intestinalis je kosmopolitní a jeho prevalence se výrazně 

liší mezi rozvojovými a industrializovanými zeměmi. O výskytu a prevalenci G. intestinalis 

u zdravých lidí (tj. u lidí bez střevních obtíží) ve vyspělých zemích se stále mnoho neví, 

protože se pozornost v klinickém sektoru zaměřuje především na akutní případy giardiózy 

(Seguí et al., 2018).V rámci mé diplomové práce jsem zjišťovala výskyt a prevalenci G. 

intestinalis ve zdravé populaci lidí a zvířat v České republice. Pomocí qPCR byl otestován 

celý soubor 428 vzorků stolice / trusu, tj. 296 vzorků od lidí a 132 vzorků od zvířat. 

V případě vzorků trusu zvířat jsme testovali pouze ta zvířata, která byla v blízkém kontaktu 

s dobrovolníky zařazenými do studie (pro více informací kapitola 3.1). 

Prevalence u asymptomatických lidí 

V této práci byla zjištěna 7% prevalence G. intestinalis u lidí (22/296). Moje výsledky 

se téměř shodují s běžně uváděnou prevalencí giardie ve vyspělých zemích, a to 2 až 5 % 

(Samie et al., 2020). Naopak v rozvojových zemích je prevalence vyšší a to v rozmezí od 20 

do 40 % (Abdullah et al., 2016; Samie et al., 2020). Dosud ovšem není žádná srovnatelná 

epidemiologická studie zaměřená na výskyt G. intestinalis u asymptomatických lidí, které by 

navíc využili qPCR pro diagnostiku. Studie o asymptomatických infekcí G. intestinalis byly 

zatím prováděny převážně u dětí nikoliv ve zdravé populaci dospělých (např. Muadica et al., 

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

Například autoři studie provedené ve Španělsku se zaměřili na výskyt giardie 

u asymptomatických dětí s využitím qPCR. U asymptomatických dětí zachytili prevalenci 17 

% (263/1512) (Muadica et al., 2020). My jsme v našem souboru vzorků u asymptomatických 

lidí zachytili prevalenci 7 % (22/296) a u dětí ve srovnatelné věkové kategorii jako 

u španělské studie se jednalo o prevalenci 4 % (2/52). Rozdíl ve zjištěných prevalencích 

může souviset s faktem, že ve studii Muadica et al. (2020) bylo analyzováno mnohem větší 

množství vzorků od dětí (1512), než vnáší studii (52). V ní jsme se totiž zaměřili na více 

věkových kategorií, než jen na děti. 
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Prevalence u zvířat 

Giardia intestinalis byla diagnostikována u 19% zvířecích vzorků (25/132). Giardie byla 

zachycena u těchto zvířat - psů (10/54), koček (4/19), králíků (5/13), prasat (2/3), krávy 

(1/2), kozy (1/4), morčete (1/2) a koně (1/15). Prevalence giardie u psů se obecně pohybuje 

mezi 0,4 a 34 % (Becker et al. 2012; Solarczyk a Majewska, 2010; Uiterwijk et al., 2018). 

Ve studii Uiterwijk et al. (2018) vyšetřili pomocí qPCR 646 vzorků trusu psů z Holandska 

a detekovali prevalenci 29 % (189/646). V naší studii byla u psů zjištěna prevalence nižší, 

a to 19 % (10/54). V případě koček byla ve studii Enemark et al. (2020) zaznamenána 

prevalence 7 % (20/284). Vnáší studii byla u koček zjištěna prevalence vyšší, a to 21 % 

(4/19). Například v Etiopii dosahovala prevalence G. intestinalis u telat 38 % (126/330) 

(Hailu et al., 2020). Vnáší práci jsme u krav zachytili prevalenci 50 % (1/2). Nicméně 

získali jsme pouze dva kravské vzorky oproti studii v Etiopii, kde vyšetřili mnohem více 

vzorků (330). V Číně detekovali prevalenci G. intestinalis u ovcí a koz. U koz zaznamenali 

prevalenci 4,8 % (16/336) a u ovcí 21,8 % (71/325) (Chen et al., 2019). V naší studii jsme 

u koz zjistili prevalenci 25 % (1/4) a u ovcí jsme giardii nezachytili vůbec (0/6). V Číně také 

zjišťovali přítomnost G. intestinalis u králíků a zaznamenali prevalenci 3,54 % (19/537) 

(Tang et al., 2021). V naší studii jsme u králíků detekovali prevalenci vyšší, a to 39 % (5/13). 

Například na Taiwanu zjistili prevalenci giardie u prasat 4,26 % (6/141) (Lam et al., 2021). 

V Dánsku se také zaměřili 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). Získali jsme však méně vzorků. 

Porovnání senzitivity diagnostických metod 

Pro posouzení senzitivity při detekci G. intestinalis mezi konvenčním PCR a qPCR byla 

použita pouze část souboru vzorků (101 vzorků od lidí a 41 vzorků od zvířat). Tyto vzorky 

byly otestovány oběma metodami. Srovnáno bylo pouze 142 vzorků, protože v mé 

bakalářské práci (Brožová, 2019) byla zjištěna velmi nízká citlivost konvenčního PCR. 

Z těchto důvodů jsme pomocí konvenčního PCR zpracovali pouze 142 vzorků a rozhodli 

jsme se raději zavést qPCR diagnostický protokol pro detekci G. intestinalis. U 142 

srovnávaných vzorků jsme pomocí qPCR zachytili vyšší prevalenci giardie (11 % u lidí; 

27 % zvířecích vzorků), než pomocí konvenčního PCR (1 % u lidí; 2 % zvířecích vzorků). 
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Rozdíly mezi oběma metodami byly statisticky významné. Detekce pomocí qPCR je 

citlivější (x 2= 19,01; p < 0,01). 

Testování citlivosti konvenčního PCR pro detekci G. intestinalis na základě genu 

pro triosafosfátizomerázu (TPI) pro detekci G. intestinalis bylo předmětem mojí bakalářské 

práce (Brožová, 2019). Citlivost konvenčního PCR jsem testovala na sérii vzorků obsahující 

různé počty trofozoitů giardie získané z kultury, tzn. byla vytvořena desítková ředící řada 

od 10"2 dolO 4 buněk. Výsledky ukázaly, že konvenční PCR snadno odhalí intenzity infekce 

od 104 buněk ve vzorku, ale slabší infekce není schopno zachytit (Brožová, 2019). Obecně je 

problém s citlivostí i specificitou dostupných genů pro detekci G. intestinalis. Tento problém 

je diskutován například v práci Capewell et al. (2020). Citlivost qPCR zde byla vyšší. 

Dle kvantifikační křivky (v řádovém rozmezí 10"1 až 105 trofozoitů na vzorek) byly 

vyhodnoceny intenzity infekcí ve 47 (47/428) pozitivně testovaných vzorcích. Ve většině 

případů se jednalo o velmi slabé infekce, odpovídající hodnotám 1-101 trofozoitů na vzorek. 

Podobné výsledky popisují také autoři studie Belkessa et al. (2021) s tím, že qPCR je 

citlivější metoda pro detekci giardie než konvenční PCR pro gen TPI. Oba molekulární 

přístupy autoři testovali na 119 vzorcích stolice získaných od pacientů v Alžírsku. Zatímco 

qPCR odhalilo 80 pozitivních vzorků, tak konvenční PCR pouze 48 pozitivních vzorků. 

Dostupná literatura uvádí, že prevalence G. intestinalis se v rozvinutých zemích pohybuje 

mezi 2 až 5 % (Samie et al., 2020). Většina těchto studií však používala konvenční PCR, 

což by mohlo vysvětlit rozdíly v prevalenci oproti naší studii. Naše výsledky poukazují 

na fakt, že qPCR je citlivější metoda vhodná k detekci asymptomatických infekcí G. 

intestinalis. Také ve studii Uiterwijk et al. (2018) doporučují autoři qPCR jako cenný 

screeningový nástroj, protože vykazoval velmi vysokou citlivost (97 %). 

Ve studii Tembo et al. (2020) v Zambii se také zaměřili na asymptomatické jedince, 

a to konkrétně na 329 asymptomatických školních dětí ve věku 3-16 let. Giardii 

mikroskopicky nalezli v 10 % (33/329) vzorků stolice. V našem souboru vzorků jsme 

mikroskopicky pomocí flotace zachytili prevalenci G. intestinalis pouze 0,5 % (2/428) 

(člověk, králík). Nej citlivější metodou v naší práci se ukázalo qPCR (47/428). 
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Asambláže 

Asambláže lze určit pouze na základě sekvencí získaných z konvenčního PCR pro gen TPI 

a následného Sangerova sekvenování. Ale tento vlastní PCR protokol ovšem nemá 

dostatečnou citlivost, jak je zmíněno výše (Brožová, 2019). Na základě kvantifikační křivky 

pro qPCR jsem následně při vyhodnocování intenzit infekcí u 47 pozitivních vzorků zjistila, 

že se většinou jednalo o velmi slabé infekce v řádových hodnotách 1-101 trofozoitů 

na vzorek. Vlivem slabých infekcí a nedostatečné citlivosti konvenčního PCR se mi proto 

podařilo získat pouze dvě sekvence. Jednalo se konkrétně o vzorek člověka a králíka, kteří 

spolu nebyli v bližším kontaktu. Oba vzorky patří do asambláže B. 

Podobná situace je popisována autory studie Azcona-Gutie'rrez et al. (2017), kteří také měli 

problém se získáním sekvencí kvůli nízké citlivosti konvenčního PCR. Pomocí qPCR 

zachytili 90 pozitivních vzorků od pacientů z nemocnice, ale následnou amplifikací pomocí 

konvenčního PCR získali pouze 16 sekvencí. Tato fakta jsou podpořena také další studií 

Belkessa et al. (2021), kde na základě výsledků konstatovali, že qPCR je citlivější metoda 

pro diagnostiku G. intestinalis a že získání sekvencí na základě genu pro TPI je možné 

jen u středně až silně pozitivních vzorků. 

Do budoucna bude potřeba najít nové nástroje pro určování asambláží giardií u jedinců 

se slabou intenzitou infekce. Současné markety pro genotypizaci giardie totiž neposkytují 

dostatečné kvality k získání sekvencí u slabých infekcí. Navíc situaci může komplikovat 

pohled na asambláže jako na samostatné druhy s podstatně širší vnitrodruhovou variabilitou, 

než se očekávalo (Monis et al., 2009; Capewell et al., 2020). 

Korelace výskytu Giardia intestinalis s vybranými specifickými faktory 

V této práci jsme se díky získaným informacím z dotazníků (Lhotská et al., 2020) také 

zaměřili na korelace mezi vybranými specifickými faktory a výskytem G. intestinalis. 

V případě této studie se jednalo o využití informací o vlivu životního stylu (život ve městě / 

na vesnici a cestování), kontaktu se zvířaty, pohlaví a věku. 
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Život ve městě / na vesnici 

Lidé žijící ve venkovských oblastech jsou pravděpodobně častěji vystaveni zdrojům infekce 

giardiemi, kterými jsou kontaminovaná voda, potrava a kontakt se zvířaty (Al-Mekhlafi, 

2017). Například Al-Mekhlafi (2017) sledoval výskyt giardie a souvislost s rizikovými 

faktory ve venkovských komunitách v Jemenu. Zjistil prevalenci G. intestinalis 28 % 

(170/605). V Argentině ve venkovských oblastech byla detekována prevalence giardie 25 % 

(54/218) (Candela et al., 2021). Langbang a kol., se zaměřili na porovnání výskytu střevních 

parazitů mezi venkovskými a městskými populacemi v jižní Indii (Langbang et al., 2017). 

Celkem vyšetřili 500 vzorků stolice od lidí z vesnic a 506 z městského prostředí. 

U venkovského obyvatelstva zaznamenali 2x vyšší prevalenci giardie (21 %) než u lidí 

z měst (10 %). Také ve studii Viesy etal. (2020) byla giardie zachycena častěji 

ve venkovských oblastech (64 %), než ve městech (36 %). V naší studii jsme naopak zjistili 

mírně vyšší prevalenci u lidí pocházejících z městských oblastí, a to 8 % (18/213). U lidí 

žijících na vesnici to bylo 5 % (4/83). Zjištěné rozdíly ale nejsou statisticky významné 

(p = 0,14) a mohou být způsobeny tím, že v naší studii jsme obdrželi méně vzorků z vesnic 

oproti vzorkům z měst. Ze získaných výsledků v České republice se tedy zdá, že výskyt 

asymptomatických infekcí G. intestinalis je ve městě i na vesnici srovnatelný. 

Cestování 

Za jeden z důležitých faktorů přispívajících k nákaze giardií je považováno cestování 

(např. Ferguson et al., 2020). Proto jsem analyzovala možný vliv cestování na výskyt giardie 

u lidí z České republiky. 

Soubor lidských vzorků jsem rozdělila do tří skupin podle vztahu k cestování a jeho 

charakteru dle Lhotská et al. (2020), a to na: (i) lidi, kteří necestují, (ii) lidi cestující pouze 

v rámci Evropy a (iii) lidi cestující i mimo Evropu. Nebyl nalezen žádný statisticky 

významný rozdíl (p = 0,25) mezi skupinami, které necestují (10 %) nebo cestují pouze 

v rámci Evropy (7 %). Statistický rozdíl (p = 0,42) nebyl nalezen ani u skupin, které 

necestují (10 %) nebo cestují mimo Evropu (9 %). 

V práci Reses et al. (2018) autoři zjistili výskyt giardie u 199 lidí v USA a poukazují 

na spojení výskytu giardií s cestovními aktivitami sledovaných lidí. Podobně může 
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představovat zvýšenou pravděpodobnost nákazy giardií také kempování, a to kvůli 

konzumaci nedostatečně tepelně upraveného jídla, pití neupravené vody z přírodních zdrojů 

a omezeným hygienickým podmínkám (Reses et al., 2018). 

Kontakt se zvířaty 

U lidí jsou giardiové infekce většinou způsobeny asamblážemi A a B. Tyto dvě asambláže 

vykazují širokou hostitelskou specifitu, a tedy i jistý zoonotický potenciál (Cacciô et al. 

2018). Asambláže C až H jsou hostitelsky specifické (zvířecí hostitelé). U lidí byly zjištěny 

pouze sporadicky; získané sekvence byly totiž podobné asamblážím C až H (Fantinatti et al., 

2020, Ryan a Zahedi, 2019). Zmíněná fakta naznačují, že současné nástroje pro genotypizaci 

giardie mají své limity a že více asambláží giardie má oproti dřívějším předpokladům 

zoonotický potenciál (Capewell et al., 2020). 

V naší studii byla G. intestinalis pomocí qPCR zachycena pouze u 22 lidí, kteří byli 

v kontaktu se zvířaty. Zjištěná prevalence u této skupiny lidí byla 9 % (22/252). Naopak 

u skupiny lidí bez kontaktu se zvířaty nebyla giardie zjištěna vůbec (0/44). Je tedy statisticky 

významné, jestli byli lidé v kontaktu se zvířaty (p = 0,02). 

Lidi, kteří byli v kontaktu se zvířaty, jsem ještě dále rozdělila na dvě podskupiny: (i) lidé 

v kontaktu s domácími zvířaty (252) a (ii) lidé, kteří jsou v kontaktu i s hospodářskými 

zvířaty (72) (Lhotská et al. 2020). U lidí v kontaktu s domácími zvířaty bylo 22 pozitivních 

vzorků z celkových 252 vzorků pozitivních (9 %) a u lidí, kteří jsou navíc i v kontaktu 

s hospodářskými zvířaty, bylo pozitivních 5 vzorků ze 72 (7 %). Tento rozdíl není statisticky 

významný (p = 0,31). Naopak statisticky významné je, jestli byli lidé v kontaktu se zvířaty 

nebo nikoli (p = 0,02), není ale podstatné, zda se jednalo o domácí, nebo hospodářská zvířata 

(p = 0,31). Úzký kontakt se zvířaty se zdá být jedním z klíčových faktorů pro přenos giardie 

na člověka i v dalších studiích (Al-Mekhlafi, 2017; Candela et al., 2021). V Brazílii 

se zaměřili na detekci asambláží psů a dětí ze stejných domácností (De Quadros et al., 2016). 

Autoři zjistili, že infekce dětí a psů sdílejících stejnou domácnost bývá stejnou asambláží 

(B-IV), což naznačuje, že psi mohou být potenciálním zdrojem G. intestinalis pro člověka. 
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Pohlaví 

Dalším hodnoceným faktorem bylo pohlaví sledovaných osob. Existuje více studií, 

ve kterých byla zaznamenána vyšší prevalence giardie u mužů než u žen (např. Al-Mekhlafi, 

2017; Ferguson et al., 2020; Viesy et al., 2020.) V naší práci jsme zaznamenali naopak vyšší 

prevalenci u žen, a to 9 %. U mužů vyšla prevalence 5 %. Tento rozdíl ovšem není 

statisticky významný (p = 0,07). Podobně i v Samie et al. (2020) zaznamenali vyšší 

prevalenci G. intestinalis u žen (24 %) než u mužů (14 %). 

Věk 

Dalším faktorem, na který jsme se zaměřili, byl věk. Testované lidské vzorky byly rozděleny 

do osmi věkových kategorií za účelem zjištění prevalencí v konkrétních věkových 

skupinách. Kategorizace dle věku v naší studii vytvořila různě velké soubory vzorků 

s nerovnoměrně zastoupenými počty vzorků, které lze obtížně srovnávat. Největší zastoupení 

pozitivních vzorků giardie bylo nalezeno u věkových skupin 18-30 let (7 pozitivních vzorků) 

a 31-49 let (7 pozitivních vzorků). Také ve studiích Viesy et al. (2020) a Ferguson et al. 

(2020) zaznamenali v těchto věkových skupinách nejvíce pozitivních nálezů. V naší studii 

byla nej vyšší prevalence zjištěna u věkové skupiny 0-3 let (11 %), ale v této skupině bylo 

získáno méně vzorků než v ostatních skupinách. Stejně tak ve studii Al-Mekhlafi (2017) byla 

nejvyšší prevalence zjištěna u malých dětí do 5 let a méně (33,3 %). Prevalence giardie 

u takto malých dětí patřila také ve studii Ferguson et al. (2020) k jedné z nej vyšších 

zaznamenaných prevalencí. 

V naší studii nebyla G. intestinalis nalezena u dětí a dospívajících ve věkových skupinách 

4-6 let, 7-12 let a 13-17 let. Autoři studie Viesy et al. (2020) také pozorovali nej nižší úroveň 

infekce ve skupině 13-19 let. Naopak ve studii Candela et al. (2021) zaznamenali giardii 

nejčastěji u skupiny 4-6 let. Nám se u této skupiny nepodařilo nalézt žádný pozitivní vzorek. 

V projektu Sánchez et al. (2017) byla využita qPCR diagnostika k vyšetření stolice získané 

od dětí ve věku 1 až 15 let na území kolem kolumbijského povodí Amazonky. Autoři 

zachytili daleko vyšší prevalenci, a to 65 % (184/284). Takto vysoká prevalence nejspíše 

souvisí s tím, že lidé žijící v podobných oblastech mají mnohem horší hygienické podmínky, 

což podporuje fekálně-orální přenos giardie (Sánchez et al., 2017). My jsme v našem 

30 



souboru vzorků u asymptomatických lidí zachytili prevalenci 7 % (22/296) a u dětí do 16 let 

se jednalo o 4% prevalenci (2/52). V Zambii se také zaměřili na asymptomatické jedince, 

a to konkrétně na 329 asymptomatických školních dětí ve věku 3-16 let (Tembo et al., 

2020). Zjistili 10% prevalenci giardie (33/329). 
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6 Závěr 

V této práci se mi pomocí qPCR podařilo otestovat 428 vzorků na přítomnost střevního 

prvoka Giardia intestinalis. Jednalo se o 296 vzorků stolice od zdravých dobrovolníků 

(tj. u lidí bez střevních potíží) a 132 vzorků trusu od zvířat (s nimiž jsou vyšetřovaní lidé 

v kontaktu) z České republiky. Zavedla jsem diagnostický qPCR protokol pro detekci 

G. intestinalis a zjistila její prevalenci. Celková prevalence G. intestinalis u lidí byla 7 %. 

U zvířat jsme zachytili 19 % pozitivních vzorků. 

Při porovnání dvou molekulárních diagnostických metod (konvenční PCR a qPCR) se qPCR 

ukázala jako citlivější a vhodnější metoda pro detekci výskytu G. intestinalis. Citlivost obou 

metod byla porovnána na částečném souboru 142 vzorků (101 lidských a 41 zvířecích). 

Konvenčním PCR byla zjištěna prevalence 1 % u lidí a 2 % u zvířecích vzorků. Pomocí 

qPCR byla odhalena vyšší prevalence, a to 11 % u lidí a 27 % u zvířecích vzorků. Metoda 

qPCR se ukázala být 1 lx citlivější pro detekci giardie, protože zachytí slabé intenzity infekcí 

v řádech až 10"1. Oproti tomu pomocí konvenční PCR je možné zachytit pouze intenzity 

infekce až od 104 a více trofozoitů na vzorek. 

Dále jsme u všech vzorků zjišťovali vliv několika vybraných faktorů na přítomnost 

G. intestinalis. Zaznamenali jsme vyšší prevalenci giardie u lidí žijících ve městech 8 %, 

než u lidí na vesnici 5 %. Tyto rozdíly nejsou ale statisticky významné (p = 0,14). U faktoru 

cestování nebyl nalezen žádný statisticky významný rozdíl (p = 0,25) mezi skupinami, které 

necestují (10 %) nebo cestují pouze v rámci Evropy (7 %). Statistický rozdíl (p = 0,42) nebyl 

nalezen ani u skupin, které necestují vůbec (10 %) nebo cestují mimo Evropu (9 %). 

Další kategorií, u které se G. intestinalis vyskytovala, jsou lidé v kontaktu se zvířaty 

(prevalence 9 %). U lidí bez kontaktu se zvířaty nebyl nalezen žádný případ přítomnosti 

giardie. Je tedy statisticky významné, jestli byli lidé v kontaktu se zvířaty (p = 0,02), ale není 

statisticky významné (p = 0,31), zda se jednalo o domácí (9 %) nebo hospodářská zvířata (7 

%). V kategorii pohlaví jsme zaznamenali prevalenci G. intestinalis vyšší u žen (9 %), 

než u mužů (5 %). Tento rozdíl ovšem není statisticky významný (p = 0,07). Rozdíly 

v prevalenci byly zaznamenány mezi věkovými kategoriemi, kdy nejvyšší procento 

pozitivních vzorků bylo zaznamenáno u věkové skupiny 0-3 let (11 %), což může ale být 

zkresleno nižším počtem získaných vzorků od této skupiny. Naopak překvapivě 
32 



G. intestinalis nebyla nalezena u dětí a dospívajících ve věkových skupinách 4-6 let, 7-12 let 

a 13-17 let. Opět to může být způsobeno tím, že od těchto skupin bylo získáno méně vzorků. 

Nicméně vzhledem k nerovnoměrnému počtu vzorků zastoupených u jednotlivých věkových 

kategorií nelze příliš vyvozovat vážnější závěry. 
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