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Anotace

Svabi jsou povazovani za vyznamné mechanické vektory lidskych patogent, zejména téch,
které se §ifi fekalné-oralni cestou. Tato prace se zabyva vyskytem vybranych protozoarnich
parazitl clovéka v travicim traktu Svabu s cilem identifikovat jejich stadia, ktera by naznacovala
dlouhodobé pietrvavani téchto organismi ve Svéabech, a tim i jejich potencialni roli jako
rezervoaru ndkazy. Cilem studie bylo pomoci mikroskopickych a molekularné-biologickych
metod detekovat potencialni lidské patogeny z tad prvokii ve stievé Svabu ziskanych z
chovnych kolonii. Pfi vySetieni svételnou mikroskopii byl ve sttevech §vabli obecné€ pozorovan
bohaty stfevni ekosystém, pfi¢emz v zadni Casti stfeva Svabu z vétSiny analyzovanych kolonii
byly zaznamenany ¢etné vakuolarni formy charakteristické pro rod Blastocystis. U nékterych
vySetfovanych jedincl byly navic detekovany cysty ménavek rodu Entamoeba. Molekularni
analyza vSak prokdzala, Ze se v ptipad¢ vySetiovanych kolonii §vabi nejednalo o lidské subtypy
rodu Blastocystis ani o druh Entamoeba histolytica, ktery je vyznamnym patogenem cloveka.
Molekuldrné identifikované izolaty rodu Blastocystis a Entamoeba ve skutecnosti predstavuji
linie specifické pro §vabi hostitele a nepfedpoklada se jejich patogenita pro ¢loveéka. Ziskané
vysledky naznaluji, Ze piestoze stfevo §vabl poskytuje vhodné prostfedi pro pieZivani a v
pripadé rodu Blastocystis dokonce i proliferaci téchto organismu, je nepravdépodobné, ze by
Svabi chovani v koloniich za standardizovanych podminek pfedstavovali vyznamné

epidemiologické riziko pro ¢lovéka z hlediska potencidlniho zdroje protozoarnich infekci.

Klicova slova

Hmyzi vektor; stievo; parazit; Blastocystis; Entamoeba

Annotation

Cockroaches are considered important mechanical vectors of human pathogens,
particularly those transmitted via the faecal—oral route. This study investigates the occurrence
of selected human protozoan parasites in the digestive tract of cockroaches, with the aim of
identifying developmental stages indicative of long-term persistence within the cockroach host
and, consequently, their potential role as a reservoir of infection. The objective of the study was
to detect potential human protozoan pathogens in the gut of cockroaches obtained from
breeding colonies using microscopic and molecular biological methods. Light microscopic

examination revealed a generally rich intestinal ecosystem in the cockroach gut. Numerous



vacuolar forms characteristic of the genus Blastocystis were observed in the hindgut of
cockroaches from most analysed colonies. In addition, cysts of amoebae belonging to the genus
Entamoeba were detected in some examined individuals. However, molecular analyses
demonstrated that the examined cockroach colonies did not harbour human subtypes of
Blastocystis nor the species Entamoeba histolytica, which is a significant human pathogen. The
molecularly identified isolates of the genera Blastocystis and Entamoeba instead represent
lineages specific to the cockroach host and are not expected to be pathogenic to humans. The
results indicate that although the cockroach gut provides a suitable environment for the survival
— and in the case of Blastocystis, even proliferation — of these organisms, cockroaches
maintained in colonies under standardised conditions are unlikely to pose a significant

epidemiological risk to humans as a source of protozoan infections.

Keywords

Insect vector; intestine; parasite; Blastocystis; Entamoeba
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1 Uvop

Svabi (¥ad Blattodea) patii mezi hmyz s dlouhou evoluéni historii a vysokou ekologickou
plasticitou, coz jim umoznuje osidlovat Siroké spektrum pfirozenych i antropogennich
prostfedi. Diky své vSeZravosti, schopnosti prezivat v riznych podminkach a ¢astému
kontaktu s kontaminovanym prostfedim jsou synantropni druhy Svabt dlouhodobé
povazovany za potencialni pfenasece riznych mikroorganismil, véetn¢ parazitl [1-5]. Zatimco
bakterie a paraziticti ¢ervi piendSeni Svaby jsou relativné dobfe prostudovani, uloha svabu v

pfenosu parazitickych prvoki ziistava v mnoha ohledech nejasna [5-7].

Paraziticti prvoci piedstavuji vyznamnou skupinu jednobunéénych eukaryotnich
organismu (Protista), z nichz fada druhd mé zasadni vyznam pro lidské zdravi. Mezi lidsky
patogenni protozoa patii zastupci nékolika hlavnich taxonomickych skupin, véetné kmene
Apicomplexa (napf. ptivodci malarie, toxoplazmdézy, kryptosporididzy a kokcidioz), bi€ikovei
(napf. puvodci spavé nemoci a leishmani6zy) a ménavky kolonizujici gastrointestindlni trakt
&loveka [8—10]. Svabi jsou v literatufe popisovani jako potencialni mechanické pienasece
Sirokého spektra téchto patogentl, a to nejen stfevnich protozoi, ale 1 dalSich mikroorganismu

pfitomnych v kontaminovaném prostredi [2,11-15].

Tato prace se zaméfuje na studium parazitickych prvokl ve travicim traktu laboratorné
chovanych $vabli s vyuzitim kombinace mikroskopickych a molekulirné-biologickych
pFistupt. Zvlastni pozornost je vénovana odliSeni lidskych patogeni od endosymbiockych
prvoki béZné obyvajicich stirevo Svabi, a posouzeni role §vabi jako potencialnich pienaSect

¢i dalSich hostiteli protozoarnich paraziti ¢lovéka.



2 CILE PRACE

Hlavni cil:

Cilem této prace je posoudit vyznam §vabu jako potencidlnich pfenasect a zdroji
protozoarnich infekci ¢lovéka, se zaméfenim na detekci a identifikaci prvokl osidlujicich
travici trakt Svabl chovanych v laboratornich koloniich a na posouzeni faktorti, které mohou

ovlivitovat jejich vyskyt a diverzitu.
Dil¢i cile prace:

e Shrnout soucasné poznatky o biologii $vabii a jejich roli v pfenosu parazitickych prvoki
Cloveka.

o Charakterizovat druhy $vabl studované v této praci, véetné jejich ekologickych a
biologickych vlastnosti.

e Popsat a aplikovat postupy manipulace s koloniemi $vabi, parazitologické pitvy,
barveni a mikroskopického vySetieni stfevniho obsahu Svabu.

e Provést potravni experimenty u vybranych druhti §vabu s cilem identifikovat mozné
zdroje infekei.

e Pomoci molekularngé-biologickych metod ovéfit, zda nalezené prvoky piedstavuji
potencidlni lidské patogeny.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Biologicka charakteristika Svabi

Svabi (tfida Insecta, fad Blattodea) predstavuji evoluéné velmi starobylou skupinu hmyzu,
jejiz ptivod saha do obdobi karbonu, tedy vice nez pred 300 miliond let [4]. Diky své dlouhé
evolucni historii se vyznacuji vysokou ekologickou plasticitou a zna¢nou schopnosti adaptace
na Siroké spektrum environmentalnich podminek [4,16]. V soucasnosti je popsano pfiblizné 4
600 druht $vabu, pficemz naprosta vétSina z nich obyva pfirozené ekosystémy tropickych a
subtropickych oblasti. Pouze omezeny pocet druhli, odhadovany na pfiblizné¢ 30, je

synantropnich a izce vazanych na lidska obydli [4].

Z ekologického hlediska jsou Svabi vyraznymi vSeZravci a detritofagy. Jejich potrava
zahrnuje rostlinné i zivoc¢isné zbytky, potraviny bohaté na sacharidy a lipidy, rozkladajici se
organicky materidl, odpad i mikroorganismy [4,17]. Diky této potravni strategii hraji
vyznamnou roli v rozkladu organické hmoty a kolob&hu Zivin v ekosystémech [17,18]. Zaroven
se vyznacuji vysokou fyziologickou odolnosti — jsou schopni ptezivat dlouha obdobi bez

potravy i vody a toleruji relativné Siroké rozmezi teplotnich a vlhkostnich podminek [19,20].
SN X
| 4 % 4

nezahrnuje stadium kukly [21] (Obr. 1).
\ < 7%< Samice produkuji ootéky, pevné vajecné

) /o K \ schranky obsahujici obvykle n&kolik desitek

Vyvoj S§vabi je hemimetabolni, tedy

F) J vajicek; jejichz pocet 1 zptisob noseni se lisi
\( ¢ A) mezi jednotlivymi druhy. U nékterych druhi
\, k \\ COS&E&&CH | 1 je ootéka po vytvoreni odklddana do
/ 6 \\ \ 4 g prostiedi, zatimco u jinych je po urcitou dobu
B) ) \ C) U B) nosena samici; u nékterych taxonll byla
-~

>(” "/ dokonce popsana i forma ovoviviparie nebo

NS viviparie [16].

Obr. 1: Zivotni cyklus §vaba. A — vajitko, B-D —
nymfélni instary, E — cerstvé vylihly dospélec
(imago), F — pohlavné dospély, létajici jedinec.
(pfevzato z https://ezpest-control.com/cockroach-

control/)
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3.2 Druhy $vabii a jejich ekologicky vyznam

Svabi predstavuji evoluéné starou a mimofadné diverzifikovanou skupinu hmyzu,
zahrnujici nékolik tisic popsanych druhti s vyrazné rozdilnymi ekologickymi naroky, zivotnimi
strategiemi a vztahem k ¢lovéku. Pouze relativné mala cast téchto druhi je synantropnich a
trvale spjatych s lidskymi obydlimi, zatimco naprosta vétSina S§vabi obyva pfirozené
ekosystémy [16]. Urbanizované i volné Zijici Svabi zaroven hosti bohatou mikrobiotu na
exoskeletu 1 v travicim traktu, vCetné bakteridlnich skupin, které mohou mit vliv na jejich
fyziologii 1 potencidlni pfenos patogent [20,22]. V pfirozenych podminkach se §vabi vyskytuji
predevsim v tropickych a subtropickych oblastech, a to zejména v lesnich ekosystémech, kde
obyvaji mikrohabitaty pod opadem listi, v tlejicim dfevé nebo v pidé€. Tato prostiedi se
vyznacuji vysokou dostupnosti organického materialu a bohatou mikrobialni diverzitou [23].
Vyrazna vsezravost Svabi a jejich schopnost vyuzivat Siroké spektrum potravnich zdroji
vyznamné ovliviuji slozeni jejich stfevni mikrobioty. Travici trakt Svabl predstavuje
komplexni ekosystém, v némz zije stabilni spolecenstvo virli, bakterii, kvasinek, prvokl a
cervu. Tato mikrobiota jim poméaha zpracovavat organickou hmotu, ale miiZe také ovliviiovat
interakce s parazitickymi organismy [24]. Tyto faktory mohou hrat zasadni roli ve vyskytu a
diverzité endosymbiontl schopnych kolonizovat stievo Svabi, coZ je ¢ini vhodnym modelovym
organismem pro studium vztaht mezi hostitelem, jeho mikrobiotou a parazitickymi

mikroorganismy [18].

Z hlediska medicinského vyznamu jsou Svabi tradicn€ povaZovani piedevSim za
mechanické pirenasece Sirokého spektra patogennich ¢i nepatogennich mikroorganismi
(bakterii, virti, vaji¢ek helmintl a prvoki), ktefi se podileji na pasivnim Sifeni infekénich agens
kontaminaci povrchl ¢i potravin [2]. K pfenosu téchto organismli dochdzi bud’ pasivné na
povrchu téla $vabl, nebo prostfednictvim jejich traviciho traktu a nasledného vylucovani
trusem [1,2]. Nicméné¢ existence stabilnich komunit mikroorganismu v travicim traktu, véetné
riznych stfevnich prvoka (napt. nalevnici, bi¢ikovce, gregariny a ménavky), naznacuje, Ze
Svabi mohou byt nejen mechanickymi, ale 1 biologickymi hostiteli riznych skupin prvoki. Jako
ptiklad lze uvést studii jenz identifikovala Cetné typy protozoi ve stiev€ synantropniho
kosmopolita — ruse domdaciho (Blattella germanica) [18,25]. V poslednich letech se objevuji
studie naznacujici, Zze u né¢kterych mikroorganismi, zejména stfevnich prvoki, nemusi §vabi
fungovat pouze jako pasivni pienaSeci, ale mohou pfedstavovat mezihostitele ¢i dokonce

hostitele finalni [3,25], u nichz dochédzi k dlouhodobému piezivani nebo potencidlné i k
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mnozeni téchto organismi. Tento aspekt je pfedmétem intenzivniho vyzkumu a ma vyznamné
implikace pro pochopeni epidemiologie protozoarnich infekci a role synantropniho hmyzu v

jejich sifent [20,27].

Studium prvoka asociovanych se Svaby vyzaduje zohlednéni biologické a ekologické
rozmanitosti jejich hostiteli. Laboratorni a terarijni chovy $§vabu se zaméfuji predevs§im na
druhy, které se dovedou dobie pfizpisobit umélym podminkdm, snadno se rozmnozuji a
vykazuji stabilni zZivotni cyklus [28]. Mezi nejcastéji chované patii zastupci rodu Periplaneta,
Blaptica, Gromphadorhina a Blaberus [21]. Tyto rody se vyznacuji robustnim télem vétSich
rozméra (zejména rody Gromphadorhina a Blaberus) a vysokou toleranci k proménlivym
podminkam prostiedi. Diky témto vlastnostem jsou vhodné nejen pro chov v zajeti, ale také pro
experimentalni a vyukové ucely. Zaroven se mezi sebou lisi ve svych ekologickych nérocich,
zpusobu pfijmu potravy a fyziologii travici soustavy, coz se mize odrdzet ve sloZeni jejich
stitevni mikrobioty, v€etné ptitomnosti riiznych taxond prvoka [18]. Zahrnuti zastupct riznych
rodi a ekologickych skupin umoziiuje nahlizet na vztahy mezi $vaby a protozoarnimi
endosymbionty v §ir§im biologickém kontextu a pfispiva k lepSimu pochopeni faktori, které

ovliviiuji vyskyt a diverzitu téchto mikroorganismu. [22].

4 ]

3.3 Morfologie a fyziologie traviciho traktu Svabi

Travici systém $vabu je anatomicky a funkéné ptizptisoben v§eZravému zpiisobu Zivota,
coz se odrazi v komplexni stavbé celého alimentarniho kanalu. Podobné jako u jiného hmyzu
se déli na tfi hlavni Casti — pfedni stievo, stiedni stievo a zadni stievo, které se navzajem lisi
svym embryondlnim piivodem, histologickou organizaci a primarni funkci [29]. Pfedni stfevo
je ektodermalniho piivodu a je vystlano kutikulou. Zacina ustni dutinou a zahrnuje hltan, jicen,
roztazitelné vole a svalnaty zaludek znamy jako Zvykaci Zaludek neboli proventriculus. Vole
slouzi jako zdsobdrna potravy, kde dochazi k jejimu docasnému skladovani a pocatecnimu
mechanickému zpracovani. Proventriculus je vysoce specializovana struktura s chitindznimi
zuby, které mechanicky rozemilaji potravu na jemné casti, aby umoznily efektivnéjsi
enzymatické traveni v nasledujicich usecich traviciho traktu [30]. Mezi zvykacim zaludkem a
sttednim stfevem se nachdzeji slepé vybézky stieva. Stiedni stievo predstavuje hlavni misto
enzymatického traveni a vstfebavani zivin, a je povazovano za analogii ,,pravého zaludku*
obratlovcil. Na rozdil od predniho a zadniho stfeva, které jsou vystlany kutikularni vrstvou, je
epitel stiedniho stfeva tvofen glandularnimi buiikami optimalizovanymi pro produkei travicich

enzymu a absorpci nutrientl [29]. Lumindlni strana stfedniho stfeva je potazena peritrofickou
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membranou. Jedna se o tenkou, polopropustnou vrstvou bilkovin a chitinovych mikrofibril,
ktera obklopuje obsah stfeva a chrani stfevni epitel pied mechanickym poskozenim a invazi
patogentl, pii¢emz umoziuje pruchod travicich enzymii a malych molekul [31]. Malpighiho
trubice, které Usti na rozhrani mezi stfednim a zadnim stfevem, funguji jako hlavni vylucovaci
organy §vabu. Nejsou piimo soucasti stiedniho stfeva, avsak jejich vyvody vyznamné ovliviuji
chemické prostiedi lumenu a metabolické procesy v travicim traktu [29,32]. Zadni stievo je
obvykle co do objemu nejveétsi Casti travici trubice a d€li se na ileum (tenké stievo), kolon a
rektum. Tyto ¢asti jsou vnitiné vystlany kutikulou, pfi¢emz slouzi k resorpci vody a minerali
a ke koncentraci nestravenych slozek s nasledni tvorbou fekalnich pelet. Diky relativné
pomalému pohybu stievniho obsahu, nizkému proudéni travici tekutiny a vysokému obsahu
organickych zbytkl se Casto povazuje za idedlni prostfedi pro fermentacni procesy a vznik

symbiotickych vztaht, které ptispivaji k traveni slozitych polysacharidd, jako je celuloza [32].

Zadni ¢ast stieva poskytuje relativné stabilni mikrobialni prostiedi s vysokou metabolickou
aktivitou a predstavuje nejbohatsi tisek traviciho traktu z hlediska osidleni mikroorganismy,
vcéetné bakterii, kvasinek a riznych prvoki [33]. Tento usek ¢asto kolonizuje mikrobiota s vyssi
diverzitou i abundanci mikroorganismi, coZ je dlileZité jak pro detekci parazitd, tak pro studium
mezidruhovych interakci [24,33]. U fady hmyzich modell bylo prokdzano, Ze mikrobidlni
populace a jejich funkce se méni podél délky traviciho traktu, pfi€¢emz koncentrace
mikroorganismu obvykle stoupd smérem k zadni ¢asti, kde miiZze vznikat prostiedi piiznivé pro
anaerobni 1 mikroaerofiliké populace [34]. Navic, ve srovnani s ptednimi Gseky, kde dochézi k
rychlému prichodu potravy a intenzivni chemické degradaci nejprve pisobenim travickach
enzymi a nasledné dalSich hostitelskych faktori, poskytuje zadni stfevo mikroorganismim
delsi reziden¢ni dobu, coz zvySuje pravdépodobnost jejich detekce [35]. Z vySe uvedenych
diavodu se pti laboratornim zpracovani odebird zejména zadni ¢ast travici trubice, ackoliv

vyzkum c¢asto zahrnuje i ostatni Uiseky stfeva [35].

3.4 Strevni mikrobiota Svabu

Jak jiz bylo zminéno, stievo §vabl je osidlen komplexnim spolecenstvem mikroorganismu.
Toto mikrobidlni prostfedi pfedstavuje nedilnou soucést traviciho systému a ovliviluje
chemické 1 biologické podminky ve sttevnim lumen [1,24]. SloZeni stfevni mikrobioty Svabu
vykazuje relativni stabilitu a je do urit¢ miry druhové specifické. Studie zaméiené na
bakteridlni spolecenstva ve stfeveé Svabii poukazuji na existenci tzv. core mikrobioty, ktera je

sdilena napfi¢ jedinci téhoz druhu a vykazuje evolu¢ni souvislosti s blizce pifibuznymi
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skupinami, zejména s termity [23,24,37]. Tento vztah odrazi dlouhodobou adaptaci
mikrobialnich spoleCenstev na detritofagni a v§ezravy zplisob Zivota hostitele. Vedle hostitelské
specificity je stievni mikrobiota vyznamné ovliviiovana dietou. Experimentalni studie
prokazaly, ze zmény ve slozeni potravy mohou vést k posunim v relativnim zastoupeni
jednotlivych taxonl bakterii ve stfevé Svabi, aniz by nutné doslo k uplnému naruseni zékladni
struktury mikrobidlniho spolecenstva [24,38]. Tyto dietné¢ indukované zmény mohou
ovlivitovat dostupnost zivin, fermentacni procesy a dal$i mikroenvironmentalni faktory ve
stfevé. Slozeni a stabilita mikrobialnich spolecenstev mohou vyznamné ovliviiovat vyskyt
prvoku a determinovat jejich kolonizaéni schopnost, piezivani ve stfevnim prostiedi i interakce
s hostitelem. Pfitomnost prvokii ve stieve Svabu tedy nemusi odrazet pouze expozici infekénim

stadiim (cystam) v kontaminovaném prosttedi, ale i stav a sloZeni stievni mikrobioty [1,18,24].

3.5 Protozoarni infekce ¢lovéka Amebiasis ODPDx

B
N

2=
Mature cysts
ingested

Prvoci zahrnuji medicinsky vyznamné

parazitické taxony schopné vyvolavat jak
sttevni, tak syst¢tmova onemocnéni u lidi.

VétSina téchto parazith ma zivotni cyklus A e sose

& oiagnostic sage

zahrnujici odolné formy (cystickd stadia), které

jim umoziuji pfezivat mimo hostitelsky & ronnasecoonzton

B Intestinal disease

v rw . Extraintestinal disease Cysts and trophozoites

organismus a $ifit se fekalné-oralni cestou [39]. passed in feces

Tyto organismy mohou kolonizovat rizné ¢asti B\ @ Troshoroies 4

Exits host

gastrointestinalniho traktu a zptisobovat klinicky

vyznamné stfevni infekce c¢lovéka i zvifat | g™ 76’“‘ .. { ‘
[40,41]. O 4
Obr. 2: Zivotni cyklus rodu Entamoeba (ptevzato z
https: .cdc. iasis/i .html).
Entamoeba spp. (Amoebozoa, ps://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html)

K infekci E. histolytica dochdzi pozitim cyst, které
se v tenkém stfevé excystuji a uvolni trofozoity.
Trofozoity migruji do tlustého stfeva a mohou ztstat
kolonizujicich stfeva lidi i zvifat [1,18,24]. omezeni na jeho lumen (A: neinvazivni infekce),
pficemz i nadale dochazi k vyluCovani cyst stolici
Nékteré druhy jsou patogenni a mohou vyvolat (asymptomaticki nositelé). Trofozoiti mohou
, . . . ,. , napadat stfevni sliznici (B: stfevni onemocnéni)
amébovou dysentérii ¢i dokonce extraintestindlni | eh se sifit krevnim fedistém do dalich organii (C:
extraintestinalni onemocnéni). Trofozoiti se mnozi
binarnim délenim a produkuji cysty.

prostfednictvim odolnych cyst, které mohou piezivat ve vnéjSim prostfedi a po pozieni se

Archamoebea) predstavuji skupinu améb

infekeci. Sifi  se  fekalné-oralni  cestou

excystuji v travicim traktu hostitele (Obr. 2). Kromé stfevniho postizeni mohou nékteré
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patogenni druhy invadovat stfevni sténu a hematogennim rozsevem se §ifit do dalSich organt,
napiiklad jater, coz vede k zavaznym systémovym komplikacim. Jejich durhova diverzita je
dalezita i pro tuto praci, protoze riizny zastupci rodu Entamoeba mohou byt detekovany u
Svabi, ¢imz se stavaji relevantnimi jako mechanicky ¢i biologicky rezervoar pro Sifeni cyst v

prostiedi a ptipadn¢ i mezi hostiteli [42—44].

Blastocystis spp. (SAR, Stramenopiles, Opalozoa) piedstavuji geneticky velmi riznorodou
skupinu protozoi, které kolonizuji tlusté stievo lidi i zvirat [8]. Taxonomicka historie rodu

Blastocystis je komplikovana; zpocatku byly BDPDx Blastocystis sp.

tyto organismy zaménovany za houbu, @

8-~

(Infectious stage not confirmed.)

vytrusovce nebo cystu jiného organismu.
Zivotni cyklus tohoto organismu neni dosud

zcela objasnén (Obr. 3) a ptenos probiha

Fecal-oral transmission

fekalné-oralni cestou [41,45]. Jejich role jako

patogent je stale predmétem diskuse, nebot

Cyst and vacuolar forms
shed in feces.

mohou byt nalezeny jak v asymptomatickych, @Q A
tak v symptomatickych jedinct, u nichZ byly

spojovany s ptiznaky jako jsou prijem, bolesti @ @ @

Binary fission /

bficha, nadymani ¢i blize nedefinované | osem vewsriom  JERTETS Genariomt  Amochodiomt

gastrointestinalni potize. Nedavné studie Obr. 3: Zivotni cyklus Blastocystis sp. (pfevzato ze
https://www.cdc.gov/dpdx/blastocystis/index.html).

naznacuji, ze Blastocystis miZze byt normalni Cysta (3-5 um) je povazovana za infekéni stadium, ale
o, C o, i . nebyla potvrzena. Pfevladajici je vakuolarni forma
soucasti anebo indikatorem zdraveho stieva dosahujici 540 um, kterd je schopna se bindrng délit.
1 o . . Dalsi fi hrnuji fi larni idni

[46,47]. Clovék mize hostit az 16 subtypa Lol formy zahrnuji formy granulirmni a ameboidni,
jejichz biologicka role a dal$i vyvoj vyzaduji dalsi

Blastocystis [48]. zkoumani.

Giardia intestinalis (Diplomonadida, Metamonada) je prvok jenz parazituje v duodenu [8].
Zpusobuje stievni onemocnéni zvané giardidéza — infekce charakterizované prijmy, bolestmi
bticha, nadymanim & malabsorpci. Sii se fekalné-oralni cestou prostfednictvim odolnych cyst,
které¢ mohou kontaminovat vodu, potraviny ¢i rizné povrchy a po jejich pozieni excystuji ve
duodenu hostitele. Trofozoiti kolonizuji duodenum a jejunum, kde se volné pohybuji v lumen
nebo se ptichycuji pomoci ptisavnych diskli po stranach klkl. Poskozeni mikroklkl epitelu
vede ke snizeni absorpce zivin a malabsorpci, coz je charakteristickym rysem giardiozy [49].

Na rozhrani jejuna a ilea znovu encystuji, béhem encystace probihd mitéza. Cysty jsou
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vyluCovany stolici. Parazit ma i zoonoticky potencidl. Muze pfetrvavat i ve formé

asymptomatické infekce, pfi¢emz nerozpoznané nosi¢stvi ptispiva k dalsimu ptenosu [50].

Cryptosporidium spp. jsou vytrusovci (Apicomplexa), kterd zptusobuji kryptosporidiézu —
onemocnéni spojené s prijmovitym onemocnénim, dehydrataci a zvracenim [51,52]. K pfenosu
dochazi fekalné-oralni cestou. Po poziti sporulovanych oocyst dochazi k excystaci a uvolni se
infekéni sporozoiti[53]. Transformaci sporozoiti vznikaji endogenni stadia (trofozoiti a
gamonti) jenz epicelularné parazituji epitelidlni buniky, nejcastéji v travicim traktu, mén¢ casto
vSak ve vystelce dychaciho systému, v jatrech, slinivce bfisni, Zluéniku a dalSich organech.
Tlustosténné oocysty jsou z hostitele vylu¢ovany do prostiedi, zatimco tenkosténné oocysty
jsou zdrojem autoinfekce. Oocysty jsou infekéni bezprostiedné po vylouceni stolici a jsou velmi
odolné vici béznym dezinfekénim postuplim. Existuje vice nez 40 uznanych druha, které
postihuji rizné hostitele, pficemz deset z nich piedstavuje zoonotické riziko, osm postihuje
hospodaiska zvitata a tfi dribez [54]. U pln¢ imunitné vybavenych jedinci dochazi Casto k
samovyzdraveni, zatimco u imunokompromitovanych pacientti mize pribéh nemoci byt zivot

ohrozujici [55].

Vyse uvedené stievni protozoarni infekce maji celosvétovou distribuci a jejich incidence
je ovlivnéna hygienickymi a socioekonomickymi podminkami [15,56]. Sifeni probiha
predevsim prostfednictvim kontaminované vody, potravin nebo kontaktu s fekdliemi, coz je
diavod, pro¢ jsou tyto parazity vyznamné piedevS§im v oblastech s nizkou urovni sanitace.
Nevyhybaji se vSak ani zemim s vyss§i trovni hygieny. Infekce parazitickymi prvoky mohou
probihat asymptomaticky a bez klinickych projevi, pfi¢emz asymptomaticti nosici predstavuji
vyznamny rezervoar infekce. Svabi zde mohou fungovat piedev§im jako mechanicky vektor
[57], zatimco jejich role jako biologickych hostitell zlistdvd u vétSiny téchto patogent
nedostate¢né prokazana [58]. Synantropni druhy §vabil se Casto Zivi detritem a fekaliemi a
snadno prechdzeji mezi kontaminovanymi substraty a potravinami, ¢imz zvysuji riziko pfenosu

infek¢nich stadii na ¢lovéka [6].

3.6 Zpusoby pienosu paraziti mezi Svaby a ¢lovékem

Parazitické organismy spojené s gastrointestindlnim traktem mohou byt pienaSeny mezi
prostiedim a hostiteli n€kolika mechanismy. Prostfednictvim synantropnich druhi $vabi
(Blattodea) se uplatiuji predevsim dva zakladni typy pienosu — mechanicky a biologicky —

které mtizou slouzit k §iteni huméanné vyznanych paraziti a jejich infek¢nich stadii [2].
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Mechanicky prenos spociva ve fyzickém transportu infekénich stadii patogenti na
povrchu téla §vabi nebo v jejich travicim traktu, aniz by v organismu §vaba dochazelo k jejich
vyvoji ¢1 mnozeni [7]. Infekéni cysty nebo oocysty (sporocysty) se mohou zachytit na jejich
kutikule nebo byt pozieny spolu s kontaminovanym materialem a nésledné uvolnény do
prostedi pii kontaktu s potravinami, povrchy nebo vodou [2,3]. U stfevnich prvoki, jako jsou
Entamoeba spp. nebo G. intestinalis, byla ptitomnost cyst opakované prokazana jak na povrchu

tak 1 ve stifevnim obsahu $vabi, coz ukazuje na jejich roli mechanickych ptenaSect [6,58].

Biologicky pienos piedstavuje situace, kdy patogen po urcitou dobu pieziva ve stieve
$vaba a miZe si zachovat infekénost. Svabi viak nejsou typickymi biologickymi vektory ve
smyslu dokonceni Zivotniho cyklu parazit; jejich travici trakt muaze slouZzit spiSe jako
pfechodné rezervoarové prostiedi prodluzujici Zivotnost infekénich stadii a zvySujici

pravdépodobnost jejich dalsiho pfenosu [6,59].

Epidemiologicky vyznam §vabi je dan ptedev§im schopnosti piendSet rezistentni cysty a
oocysty prvok, jako jsou Entamoeba spp., G. intestinalis, Blastocystis spp. a Cryptosporidium
spp., které jsou odolné vii¢i podminkdm vnéjsiho prostiedi a mohou dlouhodobé piezivat mimo
hostitele [60]. Riziko pfenosu je zvySené zejména v prostiedich s nedostateCnou hygienou a

vysokou abundanci synantropniho hmyzu [6,58].
3.7 Ekologické faktory ovliviiujici vyskyt paraziti u Svabi

Vyskyt parazitickych prvoklt u Svabid je ovlivnén kombinaci environmentdlnich a
ekologickych faktorti, které ur€uji miru jejich expozice kontaminovanym zdrojim. Mezi
nejvyznamnéjsi patii teplota, vlhkost, dostupnost potravy, populacni hustota a hygienicka
uroven prostfedi [3,61]. Teplé a vlhké mikroklima, které Svéabi preferuji, vytvari zaroven
pfiznivé podminky pro piezivani infekénich stadii prvokl. ZvySena relativni vlhkost podporuje
dlouhodobou perzistenci cystickych forem v prostiedi i jejich setrvavani na povrchu téla nebo
ve vykalech $vabil [61]. Vyznamnym faktorem je rovnéZ typ potravy a mira kontaminace
prosttedi. Jedinci Zijici v blizkosti odpadi, kanalizaci a zdroji fekalni kontaminace vykazuji
vy$§i prevalenci parazitl nez Svabi pochdzejici z hygienicky kontrolovanych prosttedi [3,58].
Synantropni druhy, jako Blattella germanica a Periplaneta americana, které se bézn¢ vyskytuji
v kuchynich, skladech potravin a kanalizacnich systémech, jsou vystaveny vysSimu riziku
kontaktu s infek¢nimi stadii protozoi [27]. Naproti tomu laboratorné chované druhy udrzované

v izolovanych podminkéach vykazuji niz8§i miru expozice exogennim parazitim [3,27,61].
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Prevalence protozoarnich parazitii ve Svabech se tedy mezi jednotlivymi studiemi vyrazné lisi
v zavislosti na typu prostiedi, zdrojich potravy a pouzitych diagnostickych metodach. Tyto
faktory je proto nutné zohlednit pfi interpretaci laboratornich nalezt i pfi hodnoceni

potencialniho epidemiologického rizika [61].

3.8 Vyznam Svabii jako bioindikatoru

Svabi mohou slouzit jako vhodné bioindikatory hygienického stavu prostiedi a miry
mikrobidlni a parazitarni kontaminace. Diky svému synantropnimu zptsobu zivota, kontaktu s
organickymi zbytky a pohybu mezi kontaminovanymi a ¢istymi prostory odrazeji aktudlni
uroveil environmentalni zatéze [4,62]. V prostfedich s vysokym vyskytem §vabl byla
opakované prokézéna zvySend ptitomnost stfevnich bakterii, kvasinek a vyvojovych stadii
stievnich parazitli, v€etné cyst prvokl. Analyza povrchovych stérti a stievniho obsahu §vabl
tak mtze slouzit jako nepiimy ukazatel fekalni kontaminace a hygienickych podminek prostredi
[3,61,63]. Odolnost vii¢i nepiiznivym podminkdm a dostupnost chovnych kolonii ¢ini ze §vabi
prakticky a ekonomicky nenarocny modelovy organismus pro studium mikrobidlni a parazitarni
kontaminace prostiedi. Jejich vyznam spociva predevsim v roli indikatorti hygienického stavu,

nikoli pouze v jejich funkci potencialnich pienaseci patogenti [21].
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Druhy S§vabi pouzité ve studii

V experimentalni ¢asti prace bylo pouzito n€kolik druhli a kolonii §vabt chovanych v
laboratornich podminkéch v prostorach Ustavu experimentalni biologie Piirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity (dale PfF MU). Cast kolonii byla pfevzata z chovii jinych ¢eskych
instituci, jejichz zakladatelé pochéazeli z volného odchytu z riznych geografickych oblasti,
zatimco dalsi kolonie byly zalozeny z jedinci odchycenych lokaln€. Nékteré kolonie byly v
laboratornich podminkéch udrzovany po delsi dobu, jiné byly na pracovisté zavedeny v
nedavné dobé vedouci této prace, pracujici na Ustavu botaniky a zoologie PiF MU. Viechny
pouzité kolonie byly k experimentalnim u¢elim poskytnuty v rdmci probihajiciho vyzkumu se
souhlasem odpovédnych zaméstnancii obou pracovist. Zvolené druhy se 1iSi mirou vazby na
¢loveéka, ekologickymi naroky i epidemiologickym vyznamem, coz umozinuje srovnavaci

hodnoceni jejich potencialni role v pfenosu prvoki [1,23].

Blattella germanica je nejrozsitenéjsi synantropni druh §véba, délka téla 10—15 mm. Bézné
se vyskytuje v lidskych obydlich a provozech. Z epidemiologického hlediska patfi mezi

nejvyznamnéj$i mechanické pfenasee mikroorganismi a parazitl [64].

Blatta orientalis je synantropni druh dorGstajici 2027 mm, typicky vazany na chladné&jsi
a vlhké prostfedi, casto v kanalizacnich systémech a sklepech. Je povazovan za

epidemiologicky vyznamny druh s Castym kontaktem s odpady [22,65].

Periplaneta americana je velky synantropni druh (az 40 mm) kosmopolitniho rozsifeni.
Patii mezi nejcastéji studované epidemiologicky vyznamné druhy, u nichZ byla opakované

prokdzana piitomnost riiznych bakterii, helmintt i1 parazitickych prvoki [66].

Periplaneta australasiae je mensi druh rodu Periplaneta dortstajici 30—35 mm, preferujici
teplé a vlhké prostfedi. Vyskytuje se v blizkosti organického materialu a vegetace, coz mize

zvySovat pravdépodobnost kontaktu s ptidnimi mikroorganismy [67].
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Blaptica dubia pochazejici z Jizni Ameriky a dorustajici délky 40-45 mm. V laboratornich
chovech je bézné vyuzivan jako modelovy organismus a krmny hmyz. Jeho epidemiologicky

vyznam je povazovan za nizky, proto slouzi jako vhodny kontrolni druh [21].

Gromphadorhina portentosa je velky nelétavy Svab dortstajici az 70 mm, bézné chovany
v laboratornich a vyukovych chovech. Epidemiologicky vyznam tohoto druhu je nizky a je

vhodny pro studium stfevni mikrofauny v izolovanych podminkach [68].

Gromphadorhina oblongonota je blizce ptfibuzny a morfologicky velmi podobny druhu
G. portentosa, ale obvykle dorlsta jesté vétSich rozmeéri. Je rovné€Z endemitem Madagaskaru

[69].

Blaberus craniifer je tropicky druh ze Sttedni Ameriky a Karibiku, dortstajici délky 45—
55 mm. Bé&zné chovany v laboratornich podminkach. Epidemiologicky vyznam je ve srovnani

se synantropnimi druhy nizky [70].

Blaberus discoidalis je tropicky druh dortstajici pfiblizné 50 mm, vyuzivany zejména v

neurobiologickém a parazitologickém vyzkumu [71].

Pycnoscelus femapterus je méné studovany druh ptibuzny P. surinamensis. Informace o
jeho parazitarni fauné€ jsou omezené, coZz umoziuje rozsifeni poznatkll o vyskytu sttevnich

prvocich v zastupcich této skupiny [72].

BliZe neurceny zastupce celedé Blattidae, u néhoz nebylo mozné urcit druh na zdklad¢
morfologickych znakii. Jedinci této skupiny pochazeli z Filipin a vykazuji typické znaky

synantropnich §vabt, vcetné vSeZravosti a preference vlhkého prostiedi.

4.2 Chov a udrzba laboratornich kolonii Svabu

Jednotlivé druhy byly chovany oddélené v plastovych chovnych nadobéch s ventilatnimi
otvory. Jako substrat byly pouzity dfevéné piliny, pfiCemz v nadobach byly umistény i
kartonové obaly slouzici jako ukryt a environmentdlni obohaceni. Chovné nadoby byly
pravideln¢ ciStény a substrat byl vyménovan v pravidelnych intervalech. Chov probihal
Vv stabilnich podminkéch pfi teploté¢ 26,5 °C a relativni vlhkosti 30 — 35 %. Svételny rezim

odpovidal fotoperiodé 16 : 82 (svétlo: tma). Svabi byli krmeni pievazné rostlinnou potravou,
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zejména saladtem, mrkvi, okurkou a jablky, ktera zaroven slouzily jako hlavni zdroj tekutin.
Doplitkové byli krmeni suchym chlebem a granulovanym krmivem pro kocky. V piipadé

potieby byla voda poskytovana formou navlh¢ené vaty v Petriho misce.

4.3 Mikroskopické vySetireni stravného obsahu Svabi

4.3.1 Pitva a odbér biologického materialu

Kromé chovu $vabi byla prace provadéna v laboratotich pracovni skupiny Parazitologie
na Ustavu zoologie a ekologie PiF MU. Jedinci byli nejprve uspani oxidem uhli¢itym, poté byli
nizkami ostfihnuté posledni 1-2 ¢lanky zadecku a nasledné pinzetou opatrné vytazeno celé
stievo. Okolni tukova tkan byla odstranéna a k dalSimu zpracovani byla pouzivana pievazné
zadni Cast stieva. Stfevo bylo umisténo do kapky hmyziho Ringerova roztoku na podloznim
sklicku, jemné rozstfizeno a rozetfeno, aby se uvolnil stfevni obsah. Preparat byl zakryt krycim
sklickem a ihned vyhodnocen (do 1 hodiny) pod svételnym mikroskopem. Pozorovani

probihalo pii zvétSeni 100x (10 okuldr x 10x objektiv) az 1000x%.
4.3.2 Nativni preparaty

Nativni roztérové a roztlakové (nebarvené) preparaty predstavuji zékladni metodu
mikroskopického vySetfeni sttevniho obsahu. Umoznuji pozorovat pohyblivé stadia prvok,
jejich chovani a interakce s okolnim prostfedim. Tato metoda je vhodna zejména pro detekci
bi¢ikovcl a nalevniki, jejichz pohyb je dalezitym diagnostickym znakem [73]. Preparat se
piipravuje, jak jiz bylo zminéno, roztlakem/roztérem stievniho obsahu v Ringerové roztoku a
zakrytim krycim sklickem. VySetieni bylo provedeno bezprosttedné po ptipraveé preparatu. aby
se zachovala vitalita stfevnich organismil. Pozorovani probihalo pfi zvétSenich 100x, 200x,
400% a 1000x% (s imerzi). Nativni preparat umoznil sledovat zivé formy paraziti, a to zejména

pohyb nalevnikll, ménavek, hlistic a pfitomnost bakteridlni flory.
4.3.3 Barvené preparaty

Pro ptesnéjsi morfologickou identifikaci prvokl byly pouzivany fixované a barvené
preparaty. Tyto metody umoznuji lepsi kontrast bunéénych struktur, zvyraznéni jader a odliSeni
parazitli od bunééného detritu a bakterialni flory [73,74]. Barvené preparaty byly pozorovany
pii zvétSeni 400x az 1000x (s imerzi). V této praci byly pouzity dvé zdkladni metody barveni:

Lugolovo barveni (jodovym roztokem) a barveni podle Giemsy.
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Barveni nativniho preparatu Lugolovym roztokem bylo v této praci vyuzito jako rychla
orientacni metoda pro mikroskopické vySetteni sttevniho obsahu $§vabu. Jodovy roztok zvysuje
kontrast preparatu a umoziuje lepsi rozliSeni cystickych forem prvokl jako jsou ménavky a
zastupci rodu Blastocystis. Princip metody spociva v reakci jodu s polysacharidy, predevsim s
glykogenem, ktery je pfitomen v cytoplazmé nckterych protozoi. Diky tomu dochazi ke
zvyraznéni vnitrobunéénych struktur, zejména jader a glykogenovych vakuol, coz usnadiuje

morfologické hodnoceni cystickych stadii [75,76].

Postup: Barveni bylo provadéno piimo na cerstvé pfipraveném nativnim preparatu v
Ringerové roztoku, kdy byl na podlozni skli¢ko sterilni pipetou prikapnut 1% Lugoliv roztok
v poméru 1: 1 (Lugol: Ringertiv roztok). Preparat byl nasledné jemn¢ promichan, zakryt krycim

sklickem a ihned pozorovén svételnym mikroskopem.

Barveni podle Giemsy patii mezi nejcastéji pouZivané metody v parazitologii. Barvivo
zvyraziuje jadra a cytoplazmu bunék, ¢imz usnadiuje morfologickou identifikaci sttevnich
prvokl. Metoda je vhodna zejména pro pozorovani zastupcu rodt Entamoeba, Giardia a
Blastocystis [77,78]. Giemsovo barveni umoziuje kontrastnéj$i zobrazeni protozoi a jejich
odliSeni od okolniho bunééného detritu, bakterii a tukovych kapének [73,79]. Metoda byla
vyuzivana zejména k potvrzeni nalezii z nativnich preparatii a k dokumentaci morfologickych

znakll pomoci digitalni mikrofotografie.

Postup: Po pfiprave nativniho preparatu byl sttevni obsah rozetfen na podlozni skli¢ko a
ponechan k zaschnuti na vzduchu. Nasledn¢ byly preparaty fixovany ponofenim do methanolu
po dobu 60 sekund, ¢imz doSlo k usmrceni organismil a zachovani jejich morfologické
struktury. Po fixaci byly preparaty pieneseny do kyvety s Giemsovym roztokem, ve kterém
byly ponechdny po dobu 20-25 minut. Poté byla sklicka tiikrat kratce promyta vodou za icelem
odstranéni pebyte¢ného barviva a nasledné ponechana k zaschnuti. Takto pfipravené preparaty

byly pozorovany svételnym mikroskopem pii zvétSeni 200% az 1000% (s imerzi).

4.3.4 Identifikace nalezenych prvoki

Identifikace prvokl nalezenych ve stfevnim obsahu §vabl byla provadéna piedevsSim
mikroskopicky na zdklad¢ definovanych morfologickych znakt. Pii vyhodnocovani preparati
byla zohlednéna kombinace nékolika kritérii, kterd umoziiuji orientacni zarazeni organismii do
jednotlivych taxonti. Mezi sledované znaky patfil zejména tvar a velikost buné€k, charakter

cytoplazmy, pocet a poloha jader, pfitomnost bicik nebo pseudopodii a v ptipad¢ zivych bunék

22



také charakter jejich pohybu. Pohybové rysy byly hodnoceny u nativnich nebarvenych
preparatl, kde bylo mozné rozlisit typicky klouzavy pohyb ménavek, aktivni pohyb bic¢ikovci
nebo koordinovany pohyb nalevnikti [73]. U ménavek (Entamoeba spp.) byla hodnocena
pritomnost pseudopodii, velikost bunék a struktura jader, pticemz morfologicka identifikace
byla povazovana za orientacni [74]. U rodu Blastocystis byla sledovana zejména velikostni a
tvarova variabilita bun€k, pocet a poloha jader, pfitomnost a velikost centralni vakuoly, ktera
je charakteristicka pro vakuolarni stadium tohoto rodu [78,80]. Ziskané tidaje se zapisovaly do
laboratorniho deniku. Kazdy preparat se byl oznaen zkratkou odvozenou z druhu

analyzovaného $vaba, jako i datem a typem barveni.

4.4 In vitro kultivace

Kultivace stfevnich prvoki v podminkach in vitro byly v ramci této prace vyuzivany
predevsim ke studiu dlouhodobé udrzovanych xenickych kultur (spole¢né s bakteriemi nebo
jinymi mikroorganismy ptitomnych ve stfevnim obsahu), sledovani jejich zivotaschopnosti a k
naslednému mikroskopickému vysetiovani. Pouzité kultury byly zaloZeny na pracovisti Ustavu
botaniky a zoologie PiF MU jesté ptfed zapocetim predkladdané odborné prace, a to z materialu
ziskaného ze stfevniho obsahu $vabii a z vybranych lidskych izolati Blastocystis (slouzicich
jako pozitivni kontrola) [81]. Autorka prace se na samotném zakladdani kultur net€astnila; v
pribéhu této prace pracovala s jiz existujicimi kulturami a podilela se na jejich udrZovani,
pravidelném pretaceni a mikroskopické kontrole. Prace se Zivymi lidskymi izolaty a organismy
potencidlné patogennimi pro clovéka byla provadéna pracovniky pracovisté v souladu s
platnymi bezpec¢nostnimi a etickymi predpisy. Autorka prace s témito izolaty nemanipulovala

a podilela se pouze na mikroskopickém hodnoceni jiz ptfipravenych preparati.

Kultury s potvrzenou pfitomnosti Blastocystis a ménavek byly udrzované in vitro
v Jonesovém médiu [82] v uzavienych kultiva¢nich zkumavkach v inkubatoru pii teploté 37
°C. Kultury byly udrzovany dlouhodobé — po dobu nékolika mésict az vice nez jednoho roku
- a pravidelné preockované dvakrat tydné. Preockovani spocivalo v pienosu Casti bunécné
suspenze do cerstvého sterilniho média za sterilnich podminek [81]. Veskeré manipulace s
kulturami probihaly v biohazard boxu, ktery byl pted praci i po ni sterilizovan UV svétlem po
dobu 30 minut. Bakterie z ptivodniho sttevniho izolatu byly povazovany za piirozenou souc¢ast
kultiva¢niho systému. Kontrola slozeni a Zivotaschopnosti kultur byla provadéna pravidelnym

mikroskopickym vySettenim. Vzorky byly odebirdny z horni vrstvy kultiva¢niho média i z
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oblasti tésn¢ nad sedimentovanym materidlem na dn¢ zkumavky, kde se Casto nachazela
nejvyssi koncentrace sledovanych prvokti. Odebrany materidl byl nanesen na podlozni sklicko

a nativni preparat byl bezprostfedné vySetfen pod svételnym mikroskopem.

4.5 Molekularni analyza trusu Svabi

Molekularné-biologické metody byly v této praci vyuzity k detekci a identifikaci prvokt
na zaklad¢ jejich genetické informace. Polymerazova fetézova reakce (PCR) umoznuje cilenou
amplifikaci specifickych useki DNA a ptedstavuje standardni nastroj v parazitologickém
vyzkumu [83,84], zejména v pripadech, kdy morfologicka identifikace neni dostate¢na. PCR
analyzy byly provddény na DNA izolované z trusu. Metodika zahrnovala izolaci DNA,
amplifikaci cilovych genetickych oblasti pomoci univerzalnich i druhové specifickych PCR
reakci, naslednou detekci amplifikanich produktt elektroforézou a u vybranych vzorkt také

sekvenacéni analyzu PCR produkti [85].
4.5.1 Odbér materialu pro molekularni analyzu

Pro molekularni analyzu byl vyuzZit trus laboratorn€ chovanych §vabt. Pfed odbérem byli
jedinci po dobu tii tydnli izolovani a tfikrat tydne pfemistovani do Cistych krabicek, krmeni
jednotnou potravou, aby se minimalizoval vliv rozdili v dieté na sloZeni sttevniho. Po této
aklimatiza¢ni fazi byl Cerstvy trus jednotlivych druht odebran do sterilnich mikrozkumavek.
Kazdy druh Svaba byl chovan oddélen¢ v samostatné kolonii, pficemz trus jedinct z jedné
kolonie byl sloucen (tzv. pooling vzorkil) do jedné mikrozkumavky. Bylo dbano, aby ve vSech
mikrozkumavkach bylo co nejpodobnéj$i mnoZstvi materidlu s cilem zajistit srovnatelné
podminky pro molekuldrni analyzu. Odebrané vzorky byly bezprostiedn€ po odbéru zmrazeny
na -20 °C a uchovavany pfi nizké teploté¢ az do doby izolace DNA. Tento postup umoznil
stabilizaci genetického materidlu a minimalizoval jeho degradaci pfed dalSim zpracovanim

[86].
4.5.2 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena ze zmrazenych fekalnich vzorkt Svabi pomoci komeréniho
kitu PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek Molecular GmbH, Némecko) podle protokolu vyrobce
[87]. Tento typ materidlu (trus) obsahuje smés DNA hostitele, sttevnich prvokl a dalSich

mikroorganismil pfitomnych ve stfevnim obsahu, v¢etné zbytkii potravy hostitele. Vysledna
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izolovand DNA tak zahrnovala jak DNA §véabu, tak DNA organismu pritomnych ve jejich
sttevnim obsahu. Po izolaci byla DNA uchovavéna pii -20 °C az do dalSiho zpracovani.
Koncentrace a kvalita izolované DNA byly stanoveny spektrofotometricky pomoci pfistroje
NanoDrop a vyjadfeny v ng/ul. Pouzitelnost izolované DNA pro néasledné molekularni analyzy

byla ovétena Gspeésnosti PCR amplifikace [87].
4.5.3 Polymerazové retézové reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je laboratorni metoda umoziujici selektivni
amplifikaci specifickych usekti DNA in vitro. Princip PCR spociva v opakovaném cyklovéani
tti zakladnich kroki: denaturace dvousroubovice DNA, naseddni oligonukleotidovych primert
na komplementarni sekvence cilové DNA a nasledné prodluzovani nové syntetizovaného
fetézce katalyzované DNA polymerazou. Diky opakovani téchto cykld dochdzi k
exponencialnimu naristu mnozstvi cilového fragmentu, coz umoziluje ziskat dostatecné

mnozstvi amplifikovaného produktu i z velmi malého mnozstvi vychozi DNA [88].

V této praci byla PCR vyuzita k detekci a druhové specifické identifikaci prvoki, konkrétné
rodti Entamoeba a Blastocystis, a to na zakladé analyzy SSU rRNA (18S rRNA).

4.5.4 PCR amplifikace cilovych usekii DNA (screeningova a specificka PCR)

Postup PCR analyzy v této praci zahrnoval kombinaci screeningové univerzalni PCR a
druhové ¢i subtypové specifickych PCR reakci, které dohromady umozZnily ovéfit pfitomnost

cilovych taxont a rozlisit jednotlivé genetické linie.

Univerzalni PCR (snPCR) byla provedena prvné, probihala ve dvou na sebe navazujicich
krocich a byla zaméfena na konzervované useky genomu typické pro sledované prvoky. Slozeni
reakénich smési a teplotni profily reakci byli optimalizované na zéklad¢ literatury [89,90].
Reakéni smés pro druhy krok snPCR méla obdobné slozeni pouze s tim rozdilem, Ze jako
templat byl pouzity 1ul neptecisténého PCR produktu z prvni reakce Tato reakce slouzila jako
pocatecni screening pro detekci DNA ménavek rodu Entamoeba a umoznila tak identifikovat
vzorky vhodné pro néslednou specifickou amplifikaci. U vzorkl pozitivnich ve screeningové
reakci nasledovala druhové/specificky cilend PCR, vyuzivajici primery navrzené pro presnou

identifikaci vybranych taxont.
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Specifické PCR (ssPCR) na reakce byly zaméfeny detekci jednotlivych linii Entamoeba
histolytica a na amplifikaci cilovych tsekl charakteristickych pro rod Blastocystis s moznosti
jejich nasledné subtypizace. Cyklovaci podminky a sloZeni reakéni smési druhové specifické
PCR pro rod Entamoeba odpovidaly standardnim protokoliim optimalizovanym pro dané
primery [91], a byly stejné jako u druhové nespecifické amplifikace popsané vyse. Pro detekci
zastupcti rodu Blastocystis byla pouzita amplifikace dle zvetfejnéné studie [92] s primery
amplifikujicimi usek malé ribozomalni podjednotky 18S [93,94]. Agardézova gelova

elektroforéza a vizualizace PCR produktl

PCR produkty byly vyhodnoceny pomoci agarézové gelové elektroforézy. Tato metoda

umoznila ovéfit ptitomnost amplikont oc¢ekédvané velikosti a posoudit kvalitu amplifikace [95].

Agarozovy gel (2%) byl pfipraven rozpusSténim 1 g agarézy pro DNA elektroforézu
(SERVA, Némecko) v 50 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru (TRIS, EDTA, kyselina boritd).
Smés byla v Erlenmeyerové baiice nasledné zahtatd v mikrovinné troubé do uplného
rozpusténi. Po ochlazeni na ~60 °C bylo do agar6zového gelu pridano detekéni interkalacni
barvivo GoodView (SBS Genetech, Cina) a roztok byl nalit do formy se vsazenym hiebinkem.
Po ztuhnuti gelu byl tento pfemistén do elektroforetické vany ptipojené ke zdroji elektrického
proudu. Do jednotlivych jamek byl pipetovan PCR produkt smichany s nanaSecim barvivem
(6x TriTrack loading dye, Thermo Fisher Scientific, USA) a zaroven také molekularni
velikostni marker O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA), ktery
slouzil k odhadu velikosti vzniklych amplikonil [95]. Elektroforéza probihala pti konstantnim
napéti 100V po dobu 30 min. Pfitomnost DNA fragmenti byla vizualizovdana na

transiluminatoru pod UV svétlem a zdokumentovana fotograficky.

4.5.5 Sekvenace amplikonii a bioinformatické zpracovani

Vybrané pozitivni amplikony PCR (pro rody Entamoeba a Blastocystis) byly dale
analyzovany sekvenaci za ucCelem potvrzeni specificity amplifikace a porovnani ziskanych

sekvenci s referenénimi databazemi.

PCR produkty byly pted sekvenaci precistény enzymatickou metodou s pomoci EPPIC
Fast Kitu (A&A Biotechnology, Polsko) pfesn¢ podle protokolu vyrobce, ktery umoznuje
odstranéni zbytkovych primert a nukleotida [96]. Piecisténé PCR produkty slouzily jako
templat pro pfipravu Sangerovy sekvenacni reakce s pouzitim kitu BigDye™ Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems via Thermo Fisher Scientific, USA). Kazdy vzorek
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byl sekvenovan z obou stran (forward i reverse primerem). Pro zlepSeni kvality signélu a
redukci sekvenacnich artefakt byl pouzit BDX64 Dye Enhancing Buffer (Molecular Cloning
Laboratories — MCLAB, USA) a byly aplikovany optimalizované podminky cyklovani
doporucené vyrobcem kitu [97]. Ptipravené sekvenacni reakce byly pie¢istény pomoci BigDye
XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) [98] a analyzovany
kapilarni elektroforézou na automatickém sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer . Data byla
vyhodnocena softwarem Sequencing Analysis Software v5.3.1 (Thermo Fisher Scientific,
USA) a Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation, USA). Ziskané sekvence byly nasledné
porovnany s jiz publikovanymi sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank (National Center
for Biotechnology Information — NCBI, USA), aby byla uréena druhova pfislusnost

amplifikovanych organismi.

4.6 Potravni experimenty

SloZeni potravy miize ovlivilovat stfevni mikroprostiedi, a tim i pfitomnost parazit
[18,38]. Cilem potravnich experimentu bylo zjistit, zda rozdilné krmivo miiZe u vybranych
druhii $§vaba vést ke zménam v zastoupeni prvoki, se zaméfenim na rody Entamoeba a
Blastocystis. Dal§im cilem experimentu bylo otestovat, zda krmeni $vabii zbytky ovoce a
zeleniny z kompostu (zdroj organického odpadu vétsi skupiny lidi) a salatem zakoupenym v
supermarketu (obtiZzné¢ omyvatelnd potravina) miize vést ke kontaminaci Svabi lidskymi

patogeny.

4.6.1 Experimentalni design

Do potravnich experimentii byly zafazeny Ctyfi druhy laboratorné chovanych Svabi:
Periplaneta americana, P. australasiae, Blaptica dubia a Gromphadorhina portentosa. Kazdy
druh byl vystaven tfem typim potravy: 1) ledovy salat, 2) kompostované zbytky rostlinné

potravy a 3) granule pro kocky slouzici jako negativni kontrola.

Kazda kombinace ,,druh §vaba x typ potravy* byla umisténa v samostatné chovné nadob¢.
Celkem tak vzniklo 12 experimentélnich skupin $vabii (kolonii), které byly udrzované a
analyzované soucasné¢. Neslo tedy o replikace v Case, ale o paralelni test ti dietnich rezimt u
Ctyt druhti Svabli. Experimentéalni skupiny Svabi byli dvakrat tydne krmeni po dobu dvou
mésict, pricemz délka krmné expozice byla u vSech skupin stejna. Na konci potravniho

experimentu byly pro molekuldrné-biologickou analyzu ze vSech experimentdlnich skupin
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odebran trus stejnym postupem, jaky je popsan v kapitole 4.5.1. Nasledné byli jednotlivi jedinci
usmrceni a podrobeni vySetfeni pomoci mikroskopickych metod popsanych v kapitole 4.3.

Kazda zkumavka s odebranym trusem byla oznacena druhem, dietni skupinou a datem odbéru.

4.7 Prevence kontaminace a kontrolni postupy

Pii vSech laboratornich postupech byla dodrzovana opatifeni minimalizujici riziko
kFiZové kontaminace mezi experimentalnimi skupinami §vabu i odebranymi vzorky. Chovné
nadoby byly pfi kazdém cisténi dezinfikovany 70% etanolem a pro kazdou skupinu byly
pouzity samostatné nastroje. Prace se stfevnim obsahem, trusem a kultivacnimi suspenzemi
probihala v oddélenych pracovnich zonach a pro kazdou metodu (mikroskopie, kultivace,
izolace DNA, PCR) bylo pouzivano samostatné vybaveni. Nastroje a pracovni plochy byly
mezi jednotlivymi odbéry dezinfikovany 70% etanolem nebo byly pouzity jednorazové sterilni
pomucky. Pii izolaci DNA a piipravé PCR reakci byly pouzivany Spicky s filtrem a sterilni
materidl, aby se zabranilo aerosolové kontaminaci. Manipulace s kultivacemi probihala
v digestofi, v laminarnim boxu nebo na sterilni pracovni plose za sterilnich podminek. Vzorky
DNA byly uchovavany v oznac¢enych mikrozkumavkéach pii -20 °C. Molekularni analyzy
zahrnovaly standardni kontrolni postupy, v€etné negativni kontroly (PCR bez DNA) a pozitivni
kontroly s ovéfenym vzorkem DNA. Gelova elektroforéza byla doplnéna molekuldrnim
markerem pro ovéteni velikosti amplifikac¢nich produktl. Tato opatfeni zajistila spolehlivost a

reprodukovatelnost vSech provedenych laboratornich analyz.
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5 VYSLEDKY

5.1 Mikroskopické vySetieni stievniho obsahu Svabi

Nativni preparaty stievniho obsahu ukazaly Sirokou morfologickou diverzitu eukaryotnich
1 prokaryotnich organismii, stejné jako vyrazné rozdily v mnozstvi organického detritu mezi
jednotlivymi vzorky. Pfesto bylo mozné ve vétSin€ preparatii identifikovat opakujici se skupiny
organismil tvofici pfirozenou soucast stfevni mikrobioty $vabli. Dominantni slozku tvofil
bakteridlni biofilm rGzné hustoty, doplnény mnoZzstvim nestravenych ¢astic potravy, jejichz
zastoupeni odrazelo aktudlni dietu, druh i fyziologicky stav jedinct. NejchudS$i mikrobiota byla
pozorovana u Blattella germanica, jejiz preparaty byly Casto téméf prazdné a obsahovaly pouze
ojedin¢lé bakterie a drobny detrit. Naopak druhy jako Blaberus cranifer, Blaberus discoidalis
nebo Gromphadorhina portentosa vykazovaly velmi bohaty stievni obsah s pfitomnosti pestré
mikrobidlni flory i rozmanitych eukaryotickych endosymbiontli. Mezi ¢asto pozorované
organismy patfily gregariny (Alveolata, Apicomplexa, Eugregarinorida), typicti stievni
komenzalové Svabu. Nejcastéji byly pozorovani jejich gamonti (pohlavni stadium), ojedinéle
trofozoiti (vegetativni stddium). V néckterych prepardtech (napt. B. discoidalis nebo G.
portentosa) tvofily pomémé Ccetnou slozku stfevniho mikrobiomu. RovnéZz nalevnici
(Alveolata, Ciliophora) byli ¢astou slozkou sttevniho ekosystému. Byly pozorovany jak aktivné
pohybuyjici se trofozoiti, tak encystujici stadia a cysty. U nekterych ndlevniki byla dobie patrna
ciliatura, oralni aparat, makronukleus i mikronukleus. Pozorovano bylo téz déleni nalevniki.
Vyraznd abundance nalevnikli byla zaznamenana napiiklad u B. discoidalis, u niZ se tato
skupina vyskytovala opakované a ve vysoké hustoté. K dalSim prvokiim pfitomnym naptic
preparaty patfili bi¢ikovei (Excavata, Metamonada) a ménavky (Amoebozoa, Archamoebea).
Jejich taxonomicka identifikace vSak nebyla cilem této prace. V fad¢€ preparatii byla pozorovéana
1 vaji¢ka hlistic rizného stupné vyvoje a ojedinéle téz drobné larvy. Jejich vyskyt byl vyrazny
zejména ve vzorcich pochazejicich z pfirodné Zivenych nebo kompostovych diet. V nésledujici
¢asti jsou prezentovany pouze nalezy, kde bylo mozné jednoznacné identifikovat a

dokumentovat prvoky jenz morfologicky pfipominali vyvojova stadia humannich paraziti.

V nékolika preparatech byly identifikovany kulovité cystické utvary dosahujici velikosti
35-50 um. Typickou byla ptitomnosti nékolika velkych kulovitych jader (2 a vice) a homogenni
granularni cytoplazma (Obr. 4). Morfologie cyst se shodovala s charakteristikami uvadénymi
pro cysty Entamoeba spp. a byly mikroskopicky detekované v koloniich G. portentosa, B.

cranifer a Periplaneta australasiae. Byla pozorované i cysty se 2 nebo 4 jadry o velikosti 15-
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20 um, které ptipominaly cysty E. histolytica (Obr. 5, 6). Trofozoiti s morfologickymi

charakteristikami rodu Entamoeba zachyceni nebyli.

Hojn¢ detekovanym organismem byly prihledné kulovité bunky pfipominajici drobné
kapénky tuku, jez svou morfologii odpovidali vakuolarni formé rodu Blastocystis. Bunky o
priméru 2-15 pum byli charakteristické drobnymi periferné ulozenymi jadry, izkym lemem
cytoplazmy a pfitomnosti velké centralni vakuoly (Obr. 7, 8). Ojedinéle byly pozorovéany bunky
s intravakuolarnimi granulemi, které¢ byly obvykle o néco vetsi (20-25 pum) a piipominaly
granularni formy rodu Blastocystis (Obr. 9). Preparity barvené Lugolovym roztokem
vykazovaly nepravidelné zvyraznéni detritu, hlenu a bakterialnich shlukti. Vakuolarni formy se
vSak témeét viibec neobarvily (Obr. 7, 8). Na roztérech barvenych podle Giemsy byli dobie
rozpoznatelné od jinych kulovitych struktur diky téméf neobarvené cytoplazmé a tmaveji
zbarvenymi perifernimi jadry (Obr. 10-13). V n¢kolika ptipadech bylo mozné zaznamenat i
déleni (Obr. 13). Vakuolarni formy Blastocystis byly detekovany u vice druhd Svabi

(Periplaneta americana, P. australasiae, B. discoidalis, B. cranifer, Blaptica dubia).

Kultivace Blastocystis ze §vabi v podminkach in vitro poskytla doplikovy pohled na
Zivotaschopnost téchto izolatii pochazejicich z odliSnych druhi Svabi. Kvalita a bohatstvi
téchto kultur se mezi jednotlivymi druhy §vabi lisila. Pro porovnani morfologickych znakt a
rozmérit bunék byla vyuzita lidska kultura Blastocystis subtypu ST3, kde na nativnich
preparatech byly pozorovany dobte vyvinuté vakuolarni formy o priméru 10-30 um. Tyto byly
vyrazn€ vetsi a mély pravidelnéji kulovity tvar (Obr. 14), nez tomu bylo u $vabii. Pozorované
délici se vakuolarni formy lidského subtypu (Obr. 15 a 16) morfonologicky odpovidaly buiikam
pfitomnym ve stfevnim obsahu $vabi, ale byly vétsi. Lidsky subtyp se v xenickych kulturach
udrzovanych pfi teploté 37 °C (standart pro lidsky subtyp) dobfe mnozil, vykazoval ¢etné
vakuolarni formy a zfetelné déleni bun¢k. Naproti tomu se Svabi izolaty v kulturach mnozily

jen omezengé a Casto se objevovaly malé, atypicky vypadajici formy (Obr. 17).

5.2 Molekularni analyza trusu Svabu

Molekulérni analyza SSU rRNA byla provedena u 18 vzorki trusu reprezentujicich rizné
druhy a kolonie $vabi. U vSech vzorkii byla testovana pfitomnost rodii Entamoeba a
Blastocystis pomoci univerzalnich a specifickych PCR reakci. Vysledky jsou shrnuty v tabulce

(Tabulka 1; Obr. 18).
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5.2.1 Molekularni detekce rodu Entamoeba

Univerzalni PCR (snPCR) zaméiena na rod Entamoeba poskytla pozitivni vysledek u vice
neZ poloviny vzorki, napfi¢ vice druhy Svabu (Tabulka 1). Pozitivni amplifikace byla
zaznamenana u témet vSech zkoumanych druhit Svabi kromé P. australasiae, P. americana
z Etiopie, B. germanica, blize neurCeny druh Blattidae sp. z Filipin, G. oblongata a P.
femapterus. U vzorkl s dostateCnou kvalitou sekvence byla identifikovana pfitomnost tzv,
wuncultured Entamoeba* o délce 561-572 bp izolované rovnéz ze Svabii, s vysokou homologii
k databazovym sekvencim (cca 95-97 %). Druhové specifickh PCR byla u vSech
analyzovanych vzorki negativni, coz jednoznaén¢ vylucuje ptitomnost patogenniho druhu E.

histolytica ve sledovanych koloniich §vabt.

5.2.2 Molekularni detekce rodu Blastocystis

PCR zaméfena na SSU rRNA genu Blastocystis byla pozitivni u vétSiny vzorku, coz
potvrzuje, ze Blastocystis je béznym endosymbiontem ve stfevech laboratorné chovanych
Svabu, stejné jako Entamoeba spp. Pozitivni se ukazal byt trus z nasledujicich druhti §vabu: B.
dubia, B. orientalis, P. australasiae, P. americana, B. cranifer a B. discoidalis (Tabulka 1).
Sekvenacni analyza potvrdila ptitomnost Blastocystis sp., s délkou amplikonli 628—649 bp a
vysokou homologii databdzovym zadznamtim (obvykle 95-100 %). U nékterych vzorkt byly

zaznamenany smiSené amplikony, coz znemoznilo piesné urceni subtypu.

5.2.3 Negativni nalezy

Nékteré kolonie vysly v PCR analyzach zcela negativné jak pro rod Entamoeba, tak pro
rod Blastocystis. Negativni byly nasledujici vzorky: G. oblongonata, P. femapterus, P.
australasiae, P. americana z Etiopie, Blattidae sp. z Filipin a B. germanica (Tabulka 1).
Negativita miize odrazet skuteCnou absenci sledovanych prvok, ale nelze vyloucit ani nizkou

koncentraci DNA nebo pfitomnost PCR inhibitorti u téchto izolatt.
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Tabulka 1: Souhrn vysledkti molekularni analyzy trusu §vabi.

s el Hostitel [Poet | snPCRi. | 5EQ SnPCR . nemoetay tiarogmentutup) | SSPORE _
kolonie jedinca Entamoeba) histolytica)

30 Peripl a australasiae 1 neg. x neg. neg. "

31 Gromphadorhina oblongonata 3 neg. x neg. neg. i

32 Blaptica dubia 1 19 posit. uncultured Entamoeba, 571 bp., identicky s 38 neg. pozit. Blastocystis sp., 628 bp
33 Blatta orientalis - Porto 11 posit. mésna sekuence neg. pozit. ystis sp., 649 bp
34 Pycnocelus femapterus 7 neg. x neg. neg.

35 Gromhadorhina portentosa 1 12 posit. uncultured Entamoeba, 57265 neg. neg.

36 Blatta orientalis Varna 11 posit. uncultured Entamoeba, s7obp. neg. pozit. Blastocystis sp., 639 bp
37 Blattidae sp. Filipiny 3 neg. x neg. neg.

38 Blatta orientalis Baku 26 posit. mésns sekvence neg. pozit.

as Blaptica dubia 2 30 posit. dE ba, 571 bp..identicky s 32 neg. pozit. Bl ystis sp., 628 bp
40 Perip a australasiae 9 neg. x neg. pozit. ystis sp., 639 bp
41 Peripl a americana Etiopie, Awasa 5 neg. x neg. neg.

42 Periplaneta americana Madagaskar 16 posit. mésna sekuence neg. pozit. ystis sp., 639 bp
43 Periplaneta americana Malawi 12 posit. uncultured Entamoeba, se1 b5, neg. pozit. Blastocystis sp., 639 bp
44 Blaberus craniifer 12 posit. mésnd a pouze parcidlni sekvence neg. pozit. BL ystis sp., 620 bp
45 Gromphadorhina portentosa 2 16 posit. mésna a pouze parcidlni sekvence neg. neg. i

46 Blatella germanica 11 neg. x neg. neg.

47 Blaberus discoidalis 9 posit. uncultured Entamoeba, 571 bp. neg. pozit. BL is sp., 629 bp

5.3 Vysledky potravnich experimenti

Potravni experimenty byly provadény u ¢tyt druhti Svabt (P. australasiae, P. americana,
B. dubia a G. portentosa) po dobu dvou mésicti, béhem nichz byli pravidelné krmeni jednou ze
tii diet: ledovy salat, kompost a granule pro kocky jako negativni kontrola. VSechny
experimentalni skupiny byly vyhodnoceny mikroskopicky (nativni preparat a nativni preparat

obarven Lugolovym roztokem) a nasledné¢ molekularné pomoci analyzy SSU rRNA.

o]

5.3.1 Mikroskopicka analyza stfevniho obsahu §vabi

Mikroskopickd analyza ukézala, Ze: 1) mikrobidlni naloZ se mezi jednotlivymi
skupinami s odliSnou potravou liSila a kompost obvykle vedl k nejvyssi diverzité, ale rozdily
nebyly zdsadni; 2) nejcastéji byly pozorovany bakterie, nalevnici, vakuolarni formy

Blastocystis (Obr. 19, 20, 21 a 23). a ojedinéle cysty ménavek (Obr. 22).

Ve Svabovi druhu P. australasiae byl zachyceny Gtvar pfipominajici mnohojadernou cystu
nepatogenniho druhu Entamoeba coli, ale jadra se zdaly byt nepravidelného tvaru i rozméru
(Obr. 22).

5.3.2 Molekulirni analyza trusu $vabi

Univerzalni PCR na rod Entamoeba (snPCR) vysla u vSech izolatl az na jednu kolonii

(B. dubia krmena kompostem) negativné. Druhové specificka PCR (ssPCR) na E. histolytica
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(Tabulka 2) byla rovnéz negativni u vSech ¢ty druhti Svabi, rozd€lenych do dietnich skupin.
To odpovida i pfedchozim vysledkim molekularni analyzy ptvodnich kolonii pied provedenim

potravnich experimentii (Tabulka 1).

Univerzalni PCR na Blastocystis prokazala ptitomnost tohoto prvoka u 75 % vzorki a
sekvenace amplikonll ptfitomnost Blastocystis potvrdila. U nékterych vzorkl vysly smésné
sekvence, coz muze indikovat smiSené infekce kolonie §vabii nebo dokonce i samotnych
jedinc vice izolaty Blastocystis. S ohledem na zaznamenanou faleSnou pozitivitu u G.
portenosa, u tohoto druhu vysly vSechny tfi experimentalni skupiny negativné pro oba

testované rody — Entamoeba 1 Blastocystis (Tabulka 2; Obr. 18).

Tabulka 2: Souhrn vysledki molekularni analyzy trusu §vabu z potravnich experimentti.

Cislo "&vaba" ) Potet snPCR (. ssPCRIE.

308 Periplaneta australasiae_S 4 neg. neg. pozit. Blastocystis sp., 639 bp

30K Periplaneta australasiae_K 3 neg. neg. pozit. Blastocystis sp., 639 bp

30N Periplaneta australasiae N 3 neg. neg. pozit. Blastocystis sp., 539 bp

325 Blaptica dubia _S 5 neg neg. pozit. Blastocystis sp., 628 bp

32K Blaptica dubia _K 5 posit. neg. pozit. Blastocystis sp., 628 bp

32N Blaptica dubia _N 6 neg. neg. pozit. Blastocystis sp., 628 bp

458 Gromphadorhina portentosa_S 8 neg. neg. falesné pozit. |nespecificka amplifikace, uncultured (soil) eucaryote
45K Gromphadorhina portentosa_K 12 neg. neg. neg. *
45N Gromphadorhina portentosa_N 20 neg. neg. neg. -
488 Periplaneta americana_S 4 neg. neg. pozit. Blastocystis sp., 639 bp

48K Periplaneta americana_K 3 neg neg. pozit. smésnasekvence; Blastocystis sp.
48N Periplaneta americana_N 4 neg. neg. pozit. smésnasekvence; Blastocystis sp.
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6 DISKUZE
6.1 Mikroskopické nalezy a jejich interpretace

Mikroskopicka vysetieni ukazala vyrazné rozdily v mnozstvi a slozeni stfevniho obsahu
mezi jednotlivymi druhy Svabl. Mezi Casto detekované prvoky patfily gregariny (Alveolata,
Apicomplexa, Eugregarinorida), nalevnici (Alveolata, Ciliophora), ménavky (Amoebozoa,
Archamoebea) a bi¢ikovci (Excavata, Metamonada), jez piedstavuji pfirozené endosymbionty
(v€etné parazitl) Svabi [99-102], kterymi se tato prace nebude zabyvat. Dale byly casto
ptitomn¢ hlistice (Nematoda) bézné€ obyvajici zadni stievo Svabi [103] a vajicka riznych druht
cervl. Tyto ndlezy odpovidaji publikovanym studiim uvadéjicim, Ze Svaby ve své zadni ¢ast

Vv

stieva bézné hosti rizné druhy hlistic.

Je to praveé ptivod Svabi (volné Zijici vs. laboratorné chované) jenz je uvadén jako jeden z
faktorii, ktery muze ovliviiovat sloZeni jejich stfevnich mikrobidlnich spolecenstev [103].
Studie ukazuji, Ze diverzita stfevni mikroflory a zachyt lidskych patogenii je u divokych
populaci podstatné vyssi [104,105]. Napriklad, historické nalezy u Svabu potvrdili lidské
patogenni (Entamoeba histolytica) i nepatogenni prvoky (E. coli) ve stievé Svabu Periplaneta
americana odchycené z volné piirody (terénni studie z Kahiry) [106], coz se V této praci
nepotvrdilo ani s vyuzitim citlivéj§ich molekularnich metod. Zminovanou praci je potieba ale
interpretovat opatrné, protoZe byla zalozena na svételné mikroskopii bez molekularniho

potvrzeni nalezu.

Nejvyraznéji se v ramci tet studie lisila kolonie druhu Blattella germanica, kde byl u
angazovanych jedincii opakované pozorovan téméf prazdny stfevni lumen s minimem bakterii
a s uplnou absenci prvokl. Tento nalez je piekvapivy zejména vzhledem k tomu, Ze B.
germanica je nejCastéj$i synantropni druh §vaba, dlouhodobé spojovany s pienosem
patogennich mikroorganismli a rtiznych parazitd [26,106,107]. Vzhledem publikovanym
nalezim pfirozenych symbionti jako jsou gregariny, meénavky a bic¢ikovci (Lophomonas
blattarum) [26], absence mikroorganismt v nasich vzorcich by mohla odrazet ubytek stfevni

mikrobioty v chovnych podminkach se standardizovanou dietu.

Na druhou stranu, druhy Gromphadorhina portentosa, Blaberus discoidalis, B. craniifer,
P. americana a P. australasiae vykazovaly bohatou a druhové pestrou mikrobiotu. Ve vétsiné
preparatii byly pritomny bakterie, nalevnici, hlistice, gregariny, fragmenty nestravené potravy

a cetné cystické struktury. V nékolika vzorcich byly pozorovany utvary svymi morfologickymi
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znaky odpovidajici cystam rodu Entamoeba a ptitomnost jeho zastupci byla potrzena i
molekularni detekci. Rovnéz byl zaznamenany vyskyt zastupct rodu Blastocystis, jehoz
vakuolarni formy byly mikroskopicky detekovany u vétSiny pitvanych jedincii a zaroven
potvrzen molekuldrné¢ ztrusu analyzovanych kolonii. Pfitomnost d¢licich se stadii
ptipominajicich puceni ¢i binarni déleni lidského subtypu Blastocystis potvrzuje, ze zde tento

prvok je schopen kolonizovat stfevo Svabii coz odpovida ptredchozim studiim [108,109].

6.2 Vyhody a omezeni pouzitich mikroskopickych metod

Rody Entamoeba nebo Blastocystis zahrnuji jak patogenni, tak nepatogenni druhy
(ptipadné subtypy/izolaty), které nelze na zakladé mikroskopického obrazu spolehlivé odlisit
[74,78,80]. Proto mikroskopické nalezy téchto organismui pretendované v této studii slouzily
pouze k pfedbézné orientaci o piitomnosti sledovanych prvokii a k vybéru vzorkd pro
molekularni identifikaci. Pro ovéteni potencialni pfitomnosti lidskych patogenti a pro odliSeni
prvokii specifickych pro $vabi hostitelé bylo nutné mikroskopickou identifikaci doplnit o
molekularné-biologické postupy. Omezeni svételné mikroskopie pii identifikaci stfevnich
rozmérovou variabilitu ménavek a Blastocystis a na nizkou spolehlivost jejich druhového
rozliSeni na zdkladé samotnych morfologickych znak bez vyuziti molekularnich metod
[44,100,109,110]. Tyto prace rovnéz zdiraziuji, Ze mikroskopie je vhodna pfedevs§im jako
orienta¢ni nastroj pro detekci pfitomnosti protozoi, nikoli pro jejich pfesnou taxonomickou
identifikaci. Celkove mikroskopické vysetfeni potvrdilo, Ze vétSina analyzovanych druhti Svabi
ma velmi bohatou stfevni mikrobiotu, coz je v souladu s jejich vSeZravosti a ekologii. Zaroven
vSak ukazalo, Ze pouhd morfologie nestaci ke spolehlivé identifikaci stfevnich prvoki a to

zejména u druhti s vysokou morfologickou variabilitou [73].

Za hlavni vyhodu nativnich preparatl 1ze povaZovat zachovani pfirozené struktury a
motility organismi, coz usnadiiuje jejich rozpoznani. Nevyhodou je vSak rychld degradace
preparatu, omezena Zivotnost a zhorSend viditelnost v pifipadé¢ hustého nebo tukem
kontaminovaného obsahu stfeva. Navic, v pfipadé¢ nadmérného mnozstvi Ringerova roztoku
dochdzelo k pohybu preparatu, zatimco pifi nedostatku roztoku rychle vysychd a organismy
rychle hynou. Podobné praktické limity prace s nativnimi preparaty byly popsany i v
parazitologickych studiich zaméfenych na stfevni prvoky Svabi, kde je nativni mikroskopie
uvadéna jako metoda vhodna ptfedevsim pro sledovani pohybu a zakladni morfologie zivych

forem, avSak s omezenou vypovédni hodnotou pii hustém stfevnim obsahu nebo rychlé
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degradaci preparatu [104,111]. Barveni nativniho prepardtu Lugolovym roztokem zvysilo
celkovy kontrast preparatu a umoznilo lepsi rozliSeni bunéénych struktur ve srovnani s nativnim
nebarvenym preparatem. Pouziti Lugolova roztoku vsak postupné vedlo k usmrceni organismd,
a proto nebylo mozné sledovat jejich pohyb. Dalsi nevyhodou tohoto barveni je omezena
selektivita, kdy jodovy roztok neobarvuje pouze cilové struktury prvoka, ale i dalsi slozky
sttevniho obsahu, a to véetn¢ bunécného detritu, bakterii a zbytkli potravy. Z tohoto divodu
byla metoda vyuzivdna pouze k orientachimu hodnoceni a vysledky byly interpretovany v
kombinaci s dalSimi mikroskopickymi a molekularné-biologickymi metodami [99]. Toto
barveni bylo vyuzivano predevsim pfi vyhodnocovani potravnich experimentt, kde umoznilo
rychlé porovnani slozeni stfevniho obsahu mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami.
Pouziti Lugolova roztoku jako orienta¢niho barviciho ¢inidla pro detekci cystickych forem
sttevnich prvokl je béZzné popisovano i v klasickych i moderngjsich studiich zamétenych na
sttevni faunu S$vabu, pficemz autofi shodné upozornuji na jeho omezenou selektivitu a
nemoznost vyuziti k presné druhové identifikaci [105,111,112]. Tyto prace potvrzuji, ze
Lugolovo barveni je vhodné piedevSim pro rychlé srovnavaci analyzy a predbézné hodnoceni

mikrobidlni zatéze [104].
6.3 Prinos a interpretace molekulirnich analyz

Molekulérni analyza pfinesla n¢kolik jasnych a dtlezitych zjisténi. Nejvyraznéjsim z nich
je, ze potvrdila absenci E. histolytica. Historické prace sice ob¢as uvadéji nalezy E. histolytica
u $vabl (napt. v Kéhife [106]), avSak moderni fylogenetické studie [46], jasn€ ukazuji, Ze Svabi
jsou hostiteli unikatnich ribozomalnich linii rodu Entamoeba, které jsou morfologicky
neodlisitelné, ale geneticky zcela odlisné od lidskych druhi [107,110]. Tomu odpovidé i fakt,
ze vétsina kolonii byla pozitivni na rod Entamoeba (obecné snPCR), coz je v souladu s
mikroskopickymi pozorovanimi odpovidajicich cyst. Tyto nalezy tedy odrazeji pritomnost
nehumannich, hostitelsky specifickych linii rodu Entamoeba, bézné se vyskytujicich u

Svabu.

Vysledky pro detekci a identifikaci Blastocystis rovnéz neprokazali pfitomnost lidskych
subtypu (Tabulka 1). Zaroven byly pomoci téchto metod identifikované izolaty rodu
Blastocystis specifické pro $vabi hostitele, coz je v souladu s pfedchozimi publikovanymi
nalezy [60]. Kolonie pozitivni na Blastocystis byly pozitivni konzistentné i mikroskopicky,

zatimco kolonie negativni vykazovaly negativitu napfi¢ vSemi metodami.
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Prolinani zde uvedenych vysledku je dulezit¢ — §vabi, ktefi byli pozitivni na Entamoeba,
byvali ¢asto pozitivni i na Blastocystis a naopak (Tabulka 1). To naznacuje, Ze nékteré kolonie
jsou stabilné kolonizované ,,8vabimi“ liniemi obou rodu prvoku, zatimco jiné zdstavaji
dlouhodob¢ bez infekce. Prekvapivé je, ze nékteré kolonie zistaly zcela neinfikované, piestoze
byly dlouhodobé chovany ve stejném prostedi jako kolonie pozitivni. To naznacuje, Ze pienos
v rdmci chovu neni samoziejmosti a mize byt limitovan individualni resistenci, odliSnostmi
v obrannych mechanismech ¢i specifickym sloZzenim mikrobioty u jednotlivych kolonii.
Svabi si tak patrné mezi sebou neptedavaji protozoarni symbionty jen tak snadno, nebo se uréité

linie doké&zou spontanné ,,o¢istit™.

6.4 Potravni experimenty

Vysledky potravnich experimentli ukdzaly, Ze typ podavané potravy mél na celkovy
charakter stfevniho obsahu méné vyrazny vliv coz je v souladu se studii [113], kterd ukazala,
ze 1 u dievem a detritem se zivicich §vabi zistava struktura stfevni mikrobioty stabilni a méni
se jen minimalné v zavislosti na typu piijimané potravy. Pfestoze jednotlivé diety (salat,
kompost, granule pro kocky) ptedstavovaly rozdilné zdroje organického materialu, celkové
mikrobidlni spektrum se mezi skupinami vyrazné neliSilo. U vSech diet byly pozorovany
bakterie, nalevnici, bi¢ikovci, hlistice a cystické formy prvokli. To naznacuje, Ze stfevni
mikrobiota laboratorn¢ chovanych $vabl je relativné stabilni a neni snadno ovlivnitelna
kratkodobou zménou potravy. Mikroskopie presto ukazala nékolik zajimavych trendu:
kompostova dieta Casto vedla k bohatSimu a pestiejSimu stfevnimu obsahu, zatimco u granuli
byly nékteré preparaty téméet prazdné. Tyto rozdily vSak nevytvérely jasny vzorec napti¢ druhy,

coz potvrzuje, Ze individualni variabilita Svabu prevySuje vliv diety.

V potravnich experimentech byla pozitivita pro rod Entamoeba zjisténa pouze u jednoho
vzorku (kolonie Blaptica dubia krmena kompostem). VSechny ostatni experimentalni skupiny
vysly negativné¢ (Tabulka 2). Tento vysledek ostie kontrastuje s predchozi analyzou
puvodnich velkych kolonii (pfed zapocatym potravniho experimentu), kde byla pozitivita pro
rod Entamoeba bézna. Rozdily mezi molekularni detekei prvoka z trusu jednotlivych kolonii
pravdépodobné odrazeji to, ze infekce neni rovhomérné rozprostiena v celé kolonii a pfi
rozdéleni kolonie do mensich experimentalnich skupin vznikli i také jenz obsahovali pievazné
nenakazené jedince. Vysledek podporuje hypotézy, ze: 1) pienos Entamoeba mezi jedinci neni
velmi efektivni, 2) malé skupiny jedincii mohou zistat dlouhodobé negativni, a 3) pozitivita

kolonie nemusi automaticky znamenat pozitivitu v§ech jedincti. To by mohlo vysvétlovat,
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pro¢ potravni experimenty vykdazaly tak nizkou prevalenci Entamoeba, ptestoze puvodni

kolonie pozitivni byla (Tabulka 1).

Ve Svabovi P. australasiae krmeného kompostem byla zdokumentovana cysta ménavky,
ktera pfipominala mnohojadernou cystu rodu Entamoeba. Nicméné molekularné analyzovany
trus ziskany z kolonii P. australasiae pted a po provedeni potravnich experimentli vychazel
opakované negativné, coz naznacuje ze 1) se jedna o jiny rod ménavky, 2) koncentrace DNA
byla pfiili§ nizka pro PCR detekci anebo 3) zadné stadium tohoto prvoka nebylo pfitomné

v analyzovaném trusu a jednalo se o nahodnou (jednordazovou) kontaminaci z kompostu.

Druhové specificka PCR na E. histolytica byla i v potravnich experimentech rovnéz zcela
negativni (Tabulka 2), stejn¢ jako v hlavni molekuldrni analyze. Tim se opét potvrzuje, ze
Zadny z testovanych S§vabi nebyl nositelem lidského patogenniho druhu a laboratorni
kolonie Svabii neptedstavuji epidemiologické riziko ve vztahu k E. histolytica a to ani u kolonii

krmenych potencidln¢ kontaminovanou potravou jako je naptiklad kompost.

Na rozdil od Entamoeba byly vysledky u rodu Blastocystis mnohem jednotnéj$i. V
potravnich experimentech byly téméFf vSechny skupiny pozitivni, podobné jako v molekularni
analyze pivodnich kolonii (Tabuulka 2). Jedinou vyjimkou byly kolonie rodu
Gromphadorhina, které opakované¢ vySly negativni v potravnich experimentech 1 v
molekularni analyze ptvodnich kolonii pfed zapocetim potravniho experimentu. Je vsak
zajimavé, Ze v predchézejicich analyzach provedenych spolupracujicim tymem z jiné instituce
vysli ty samé kolonie obou druhil z rodu Gromphadorhina pozitivné. Toto piekvapivé zjisténi
naznacuje, ze Gromphadorhina nemusi byt pfirozenym hostitelem Blastocystis a mohlo dojit
ke ktizové infekci prednesené z jiné kolonie Svabi, pficemz postupem Casu se se kolonie
spontannég ocistila. Naopak, u vétsiny ostatnich druhti §vabu byla pozitivita velmi stabilni. To
ukazuje, ze Blastocystis je endosymbiont béZné kolonizujici Svaby, v koloniich se udrzuje
dlouhodobé a jeho vyskyt a abundance nejsou vyrazné¢ ovlivnény dietou pouzitou

v experimentu [99].

6.5 In vitro kultivace

Kultivace in vitro poskytly dopliikovy pohled na Zivotaschopnost izolati Blastocystis
pochézejicich z jednotlivych druhti Svabii a umeoznila jejich srovnani navzajem ale i s
lidskym izolatem. Zatimco lidsky subtyp se v xenickych kulturach pii teploté¢ 37 °C dobie

mnozil [114], Svabi izolaty se v kulturach mnozily jen omezen¢ a postupné produkovali mensi
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atypicky vypadajici formy. Tento rozdil 1ze vysvétlit rozdilnymi teplotnimi preferencemi —
béZna télesna teplota Svabu je vyrazné nizsi nez 37 °C, coz pravdépodobné¢ rust §vabich linii
Blastocystis kultivovanych v podminkach in vitro potladilo [111,115]. Dlouhodobé
nepieockované kultury (cca 6 mésici) byly v souladu s ptedpokladem silné degradované, s
dominanci bakterialni slozky a pouze sporadickym vyskytem vakuolarnich forem Blastocystis,
coz potvrzuje jejich postupné znehodnoceni. Vysledky kultivaci trusu $§vaba tedy podporuji
zavér, ze $vabi linie Blastocystis jsou sice Zivotaschopné i mimo stieva svého hostitele
(stejné jako lidsky izolat), ale standardni kultiva¢ni podminky pouZivané pro lidské subtypy
jim zcela nevyhovuji. Zéaroven kultivace ukazuji, ze Zadny z analyzovanych Svabi
neobsahoval ve svém travicim traktu cysty lidskych patogeni, jenz by se v kultivaénim
mediu pii teploté 37 °C excystovaly a namnozily. Toto zji§téni rovnéZ naznacuje, Ze laboratorni

§vabi pouziti v tomto experimentu nepiedstavuji rezervoar pro lidské subtypy Blastocystis ani

ménavky rodu Entamoeba patogenni pro lidi [44,110].
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7 ZAVER

Tato prace se zabyvala vyskytem vybranych protozoarnich paraziti cloveéka ve sttevnim
traktu §vabu chovanych v laboratornich koloniich s cilem posoudit jejich potencialni roli jako
mechanickych vektort ¢i rezervoari lidskych patogenti. Pomoci svételné mikroskopie byl ve
sttevech §vabii pozorovan bohata stfevni mikrobiota, pficemz v zadni ¢asti stieva byly u vétSiny
analyzovanych kolonii zaznamenany vakuoldrni formy morfologicky odpovidajici rodu
Blastocystis. U nékterych jedinci byly rovnéz detekovany cysty ménavek rodu Entamoeba.
Molekularné-biologické metody vSak prokézaly, ze izolaty uvedenych dvou rodl prvoki
ziskanych z kolonii §vabtli se neshoduji s druhy (pfip. subtypy) lidskych parazitii, ale jedna se o
linie Blastocystis a Entamoeba jenz jsou specifické pro $vabi hostitele, u kterych se

nepiedpoklada patogenita pro ¢loveéka.

Vysledky této studie ukazuji, ze stfevo §vabl poskytuje ptiznivé podminky pro piezivani
sledovanych organismii a v piipad¢ rodu Blastocystis (s vysokou pravdépodobnosti rovnéz rodu
Entamoeba) 1 pro jejich aktivni mnozeni. Pfesto se vSak ukazuje, Ze §vabi chovani v koloniich
za standardizovanych podminek nepiedstavuji epidemiologické riziko pro ¢loveéka z hlediska
pfenosu protozoarnich parazitll. Studie tak pfispiva k lepSimu pochopeni vztahli mezi Svaby a
sttevnimi protisty a zdliraziuje vyznam kombinace morfologickych a molekularnich metod pfi

hodnoceni potencidlnich zdravotnich rizik.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PiF MU — Ptirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity

PCR — Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce

snPCR — Semi-specific Polymerase Chain Reaction — semispecifickd PCR

snPCR — Nested Polymerase Chain Reaction — dvoustupiiova (vnoiena) PCR

18S rRNA — 18S ribosomal RNA — 18S ribozomalni RNA

SSU rRNA — Small Subunit ribosomal RNA — malé podjednotka ribozomalni RNA

DNA — Deoxyribonucleic Acid — deoxyribonukleova kyselina

RNA — Ribonucleic Acid — ribonukleova kyselina

bp — base pair — par bazi

ST3 — Blastocystis subtype 3 — subtyp 3 rodu Blastocystis (nej¢astéjsi humanni subtyp, v této
praci pouzit jako lidsky referencni izolat)

TBE — Tris—Borate—-EDTA buffer — TRIS-boritan—-EDTA pufr

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethane — tris(hydroxymethyl)aminomethan

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova

UV — Ultraviolet light — ultrafialové svétlo

ABI — Applied Biosystems Instrument — zafizeni znacky Applied Biosystems

NCBI — National Center for Biotechnology Information — Narodni centrum pro

biotechnologické informace
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9 PRILOHY

Obr. 4: Cysta Entamoeba sp. na nativnim preparatu sttevniho obsahu Gromphadorhina portentosa. Pozorovat lze

minimalné 8 jader.
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Obr. 5-6: Cysta Entamoeba sp. na nativhim preparatu stievniho obsahu Blaberus cranifer pod fazovym

kontrastem. Pozorovat 1ze dvé (5) nebo osm jader (6).

Obr. 7: Vakuolarni forma Blastocystis sp. (Sipky) na preparatu stievniho obsahu Blaptica dubia barveném

Lugolovym roztokem. Pozorovat 1ze 1-3 jadra.
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Obr. 8: Vakuolarni forma Blastocystis sp. (3ipky) na preparatu stievniho obsahu Periplaneta americana barveném

Lugolym roztokem. Pozorovat Ize 1-4 jadra (Sipky).

Obr. 9: Suspektni granuldrni forma Blastocystis sp. na nativnim preparatu stievniho obsahu Gromphadorhina

portentosa. Pozorovat Ize mala, perifern¢ lokalizovana jadra (Sipka).
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Obr. 10-13: Vakuolarni formy Blastocystis sp. na roztérech stievniho obsahu Blaptica dubia (10),
Gromphadorhina portentosa (11), Periplaneta americana (12) a Periplaneta australasiae (13), barevném podle
Giemsy. Pozorovat lze Ctyfi az pét jader (Sipky). Na obr. 13 je viditelné déleni vakuolarni formy Blastocystis

(Sipka).
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Obr. 14-16: Nativni preparaty pripravené z kultur lidského subtypu Blastocystis. Pozorovat 1ze 2—10 jader (Sipky).

Na obr. 15 je viditelné déleni vakuolarni formy (Sipka) a na obr. 16 je pfitomna dé€lici se vakuolarni forma tésné

pred oddélenim bunék (Sipka).
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Obr. 17: Nativni preparat piipraven z kultury Blastocystis sp. ziskaného z trusu Periplaneta australasiae.

Pozorovat lze 1-2 jadra (Sipky).

Obr. 18. Vysledky univerzalni PCR reakce (¢isla se shoduji s ¢isly v Tabulkach 1 a 2)
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Obr. 19: Vakuolarni formy Blastocystis sp. (§ipky) pozorované v nativnim preparatu stfevniho obsahu Blaptica

dubia krmeného salatem, barveném Lugolovym roztokem.

Obr. 20: Blastocystis sp. na nativnim preparatu stievniho obsahu Periplaneta americana krmenym kompostem,

barveném Lugolovym roztokem. Pfitomna je vakuolarni forma s ¢tyfmi jadry (Sipky).
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Obr. 21: Cysta Entamoeba na preparatu sttevniho obsahu Periplaneta australasiae krmenym granulemi pro

kocky, barveném Lugolovym roztokem. Pfitomna je cysta s minimalné 8 jadry.

Obr. 22: Blastocystis sp. na nativnim preparatu stievniho obsahu nymfy Periplaneta americana krmené salatem,

barveném Lugolovym roztokem. Pfitomna je vakuolarni forma s ¢tyfmi jadry (Sipky).

49



10 POUZITA LITERATURA

1. Guzman J, Vilcinskas A. Bacteria associated with cockroaches: health risk or
biotechnological opportunity? Appl Microbiol Biotechnol. prosinec 2020;104(24):10369-87.

2. Identification of cockroaches as mechanical vector for parasitic infections and
infestations in Kuantan, Malaysia. ResearchGate [Internet]. 6. srpen 2025 [citovan 27. leden
2026]; Dostupné Z:

https://www.researchgate.net/publication/328535390 Identification of Cockroaches as Mec
hanical Vector for Parasitic Infections and Infestations in Kuantan Malaysia

3. Dokmaikaw a, Suntaravitun P. Prevalence of parasitic contamination of cockroaches
collected from fresh markets in chachoengsao province, Thailand. Kobe J Med Sci [Internet].
10.  unor 2020 [citovan  27. leden  2026];65(4):E118-23.  Dostupné  z:
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7447098/

4, Bell WJ, Roth LM, Nalepa CA. Cockroaches: Ecology, behavior, and natural history.
Baltimore, MD, US: Johns Hopkins University Press; 2007. xiii, 230 s. (Cockroaches: Ecology,
behavior, and natural history).

5. Pai HH, Chen WC, Peng CF. Cockroaches as potential vectors of nosocomial infections.
Infect Control Hosp Epidemiol. listopad 2004;25(11):979-84.

6. Graczyk TK, Knight R, Tamang L. Mechanical transmission of human protozoan
parasites by Insects. Clin Microbiol Rev [Internet]. leden 2005 [citovan 6. leden
2026];18(1):128-32. Dostupné z: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC544177/

7. Motevalli-Haghi SF, Shemshadian A, Nakhaei M, Faridnia R, Dehghan O, Malekzadeh
Shafaroudi M, et al. First report of Lophomonas spp. in german cockroaches (Blattella

germanica) trapped in hospitals, northern Iran. J Parasit Dis Off Organ Indian Soc Parasitol.
prosinec 2021;45(4):937-43.

8. Adl SM, Bass D, Lane CE, Lukes J, Schoch CL, Smirnov A, et al. Revisions to the
classification, nomenclature, and diversity of eukaryotes. J Eukaryot Microbiol [Internet]. 2019
[citovan 25. leden 2026];66(1):4-119. Dostupné zZ:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/jeu.12691

10. Lukes J, Stensvold CR, Jirkti-Pomajbikova K, Wegener Parfrey L. Are human intestinal
eukaryotes beneficial or commensals? PLoS Pathog [Internet]. 13. srpen 2015 [citovan 27.
leden 2026];11(8):¢1005039. Dostupné z: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC4536199/

11.  Stensvold CR, van der Giezen M. Associations between gut microbiota and common
luminal intestinal parasites. Trends Parasitol. kvéten 2018;34(5):369—77.

12. Stanley SL. Amoebiasis. Lancet Lond Engl. 22. biezen 2003;361(9362):1025-34.

50



13.  Tan KSW. New insights on classification, identification, and clinical relevance of
Blastocystis spp. Clin Microbiol Rev. fijen 2008;21(4):639-65.

14.  Guzman-Guzmén IP, Nogueda-Torres B, Zaragoza-Garcia O, Navarro-Zarza JE,
Bricefio O, Pérez-Rubio G, et al. The Infection, Coinfection, and abundance of intestinal
protozoa increase the Serum Levels of IFABP2 and TNF-a in Patients With Rheumatoid
Arthritis. Front Med. 2022;9:846934.

15.  Prevalence of intestinal parasitic infections among rural inhabitants of Hamadan city,
Iran, 2012. ResearchGate [Internet]. 10. srpen 2025 [citovan 27. leden 2026]; Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/265396777 Prevalence of Intestinal Parasitic Infe
ctions Among Rural Inhabitants of Hamadan City Iran 2012

16.  PNWI186 Cockroaches.pdf [Internet]. [citovan 27. leden 2026]. Dostupné z:
https://wpcdn.web.wsu.edu/wp-
puyallup/uploads/sites/415/2014/12/PNW186 Cockroaches.pdf

17.  Enebe MC, Erasmus M. Blatticomposting — A perspective on cockroach-mediated waste
valorization to nutrient-rich organic fertilizer for enhancing soil health. Soil Adv [Internet]. 1.
fijen 2024 [citovan 28. leden 2026];2:100012. Dostupné zZ:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pi1i/S2950289624000125

18.  Pérez-Cobas AE, Maiques E, Angelova A, Carrasco P, Moya A, Latorre A. Diet shapes
the gut microbiota of the omnivorous cockroach Blattella germanica. FEMS Microbiol Ecol.
duben 2015;91(4):£fiv022.

19.  Blattodea - an overview | ScienceDirect Topics [Internet].2024 [citovan 7. leden 2026].

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-
sciences/blattodea
20.  Cockroach | definition, description, pests, life cycle, taxonomy, facts, & species |

Britannica [Internet]. 2025 [citovan 7. leden 2026]. Dostupné Z:
https://www .britannica.com/animal/cockroach-insect

21. Adedara IA, Mohammed KA, Da-Silva OF, Salaudeen FA, Gongalves FLS, Rosemberg
DB, et al. Utility of cockroach as a model organism in the assessment of toxicological impacts

of environmental pollutants. Environ Adv [Internet]. cervenec 2022 [citovan 7. leden
2026];8:100195. Dostupné z: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9390120/

22.  Schapheer C, Gonzalez LM, Villagra C. Microorganism Diversity Found in Blatta
orientalis L. (Blattodea: Blattidae) Cuticle and gut collected in urban environments. insects
[Internet]. listopad 2024 [citovan 10. leden 2026];15(11):903. Dostupné z:
https://www.mdpi.com/2075-4450/15/11/903

51



23.  Fang W, Fang Z, Liu Z, Yuan J, Zhang X, Peng H, et al. Phylogenetic analysis of
bacterial community in the gut of american cockroach (Periplaneta americana). Wei Sheng
Wu Xue Bao. 4. zaii 2013;53(9):984-94.

24. Tinker KA, Ottesen EA. The Core gut microbiome of the american Cockroach,
Periplaneta americana, Is stable and resilient to dietary shifts. Appl Environ Microbiol. 15.
listopad 2016;82(22):6603—10.

25.  Protozoan cysts in faecal pellets of German cockroaches (Blattella germanica), with
particular emphasis on Lophomonas blattarum - PubMed [Internet]. 2020 [citovan 28. leden
2026]. Dostupné z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32472401/

26.  Martinez-Girén R, Martinez-Torre C, van Woerden HC. The prevalence of protozoa in
the gut of German cockroaches (Blattella germanica) with special reference to Lophomonas
blattarum. Parasitol Res. listopad 2017;116(11):3205-10.

27. Patel A, Jenkins M, Rhoden K, Barnes AN. A systematic review of zoonotic enteric
parasites carried by flies, cockroaches, and dung beetles. Pathogens [Internet]. leden 2022
[citovan 14. leden 2026];11(1):90. Dostupné z: https://www.mdpi.com/2076-0817/11/1/90

28.  Huber I, Master EP, Rao BR. Cockroaches as models for neurobiology: applications in
Biomedical Research. 1990;

29.  Engel P, Moran NA. The gut microbiota of insects — diversity in structure and function.
FEMS Microbiol Rev [Internet]. 1. zafi 2013 [citovan 10. leden 2026];37(5):699-735.
Dostupné z: https://doi.org/10.1111/1574-6976.12025

30.  Chapman RF, Simpson SJ, Douglas AE. The insects: structure and function. 5 th ed.
New York: Cambridge university press; 2013.

31.  Lehane MIJ. Peritrophic matrix structure and function. Annu Rev Entomol.
1997;42:525-50.

32.  Lampert N. Microenvironment and bacterial community structure in the gut of wood-
and litter-feeding cockroaches. 12. unor 2018 [citovan 29. leden 2026]; Dostupné z:
https://open.uni-marburg.de/handle/10.17192/22018.0081

33.  Carrasco P, Pérez-Cobas AE. Succession of the gut microbiota in the cockroach
Blattella germanica. Int Microbiol [Internet]. 2014 [citovan 28. leden 2026];(17):99—-1009.
Dostupné z: https://doi.org/10.2436/20.1501.01.212

34.  Frontiers | The integral role of the Black Soldier fly, Hermetia illucens L., microbiota
in its life history [Internet]. 2025 [citovan 6. leden 2026]. Dostupné z:
https://www.frontiersin.org/journals/microbiomes/articles/10.3389/frmbi.2025.1517715/full

35.  Jaffar S, Ahmad S, Lu Y. Contribution of insect gut microbiota and their associated
enzymes in insect physiology and biodegradation of pesticides. Front Microbiol [Internet]. 14.

52



zar 2022 [citovan 6. leden 2026];13. Dostupné Z:
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.979383/full

36. Guzman J, Vilcinskas A. Bacteria associated with cockroaches: health risk or
biotechnological opportunity? Appl Microbiol Biotechnol. prosinec 2020;104(24):10369-87.

37. Schauer C, Thompson CL, Brune A. The bacterial community in the gut of the
Cockroach Shelfordella lateralis reflects the close evolutionary relatedness of cockroaches and
termites. Appl Environ Microbiol. duben 2012;78(8):2758-67.

38. Bertino-Grimaldi D, Medeiros MN, Vieira RP, Cardoso AM, Turque AS, Silveira CB,
et al. Bacterial community composition shifts in the gut of Periplaneta americana fed on
different lignocellulosic materials. SpringerPlus. 2013;2:609.

39. Fitri LE, Candradikusuma D, Setia YD, Wibawa PA, Iskandar A, Winaris N, et al.
Diagnostic Methods of common intestinal protozoa: current and future immunological and

molecular methods. Trop Med Infect Dis [Internet]. fijen 2022 [citovan 6. leden
2026];7(10):253. Dostupné z: https:// www.mdpi.com/2414-6366/7/10/253

40.  Other ntestinal protozoa and Trichomonas vaginalis - Medical Microbiology - NCBI
Bookshelf  [Internet]. 1996 [citovan 6. leden 2026]. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7889/

41. Dubik M, Pilecki B, Moeller JB. Commensal intestinal protozoa—underestimated
members of the gut microbial community. Biology [Internet]. prosinec 2022 [citovan 6. leden
2026];11(12):1742. Dostupné z: https://www.mdpi.com/2079-7737/11/12/1742

42. Dos Santos Zanetti A, Malheiros AF, de Matos TA, Dos Santos C, Battaglini PF,
Moreira LM, et al. Diversity, geographical distribution, and prevalence of Entamoeba spp. in
Brazil: a systematic review and meta-analysis. Parasite Paris Fr. 2021;28:17.

43. Liu X, Bao G, Yue M, Fang Y, Gu Y, Li W, et al. Prevalence and molecular
Identification of Entamoeba spp. in non-human primates in a zoological garden in Nanjing,
China. Front Vet Sci [Internet]. 30. kvéten 2022 [citovan 6. leden 2026];9. Dostupné z:
https://www.frontiersin.org/journals/veterinary-
science/articles/10.3389/fvets.2022.906822/full

44, TK,MLPC,SK, TH, T N. Genetic diversity of Entamoeba: Novel ribosomal lineages
from cockroaches. PloS One [Internet]. 21. zati 2017 [citovan 28. leden 2026];12(9). Dostupné
z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28934335/

45.  Blastocystis hominis - Symptoms & causes - Mayo Clinic [Internet]. [citovan 6. leden
2026]. Dostupné z: https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/blastocystis-hominis-
infection/symptoms-causes/syc-20351205

53



46. Stensvold CR, Tan KSW, Clark CG. Blastocystis. Trends Parasitol. bfezen
2020;36(3):315-6.

47. Zahonova K, Low RS, Warren CJ, Cantoni D, Herman EK, Yiangou L, et al.
Evolutionary analysis of cellular reduction and anaerobicity in the hyper-prevalent gut microbe
Blastocystis. Curr Biol [Internet]. 2023 [citovan 25. leden 2026];33(2023):2449-+. Dostupné z:
https://asep.lib.cas.cz/arl-cav/cs/detail-cav_un_epca-0574496-Evolutionary-analysis-of-
cellular-reduction-and-anaerobicity-in-the-hyperprevalent-gut-microbe-Blas/

48. FuX, Lyul,ShiY, Cao B, Liu D, Yang X, et al. Epidemiological survey on prevalence
and subtypes distribution of Blastocystis sp. in Southern Guizhou, China. Biomol Biomed. 8.
kvéten 2025;25(7):1508-16.

49, Hagen KD, Nosala C, Miiller A, Hilton NA, Holthaus D, Schulzke JD, et al. Giardia’s
domed ventral disc architecture is essential for attachment and contributes to epithelial barrier
disruption. Mol Biol Cell. 1. srpen 2025;36(8):ar93.

50. McHardy IH, Wu M, Shimizu-Cohen R, Couturier MR, Humphries RM. Detection of
intestinal protozoa in the clinical laboratory. J Clin Microbiol. biezen 2014;52(3):712-20.

51.  Valigurova A, Jirkdi M, Koudela B, Gelnar M, Modry D, Slapeta J. Cryptosporidia:
Epicellular parasites embraced by the host cell membrane. Int J Parasitol [Internet]. 1. Cervenec
2008 [citovan 25. leden 2026];38(8):913-22. Dostupné Z:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020751907003955

52. Thomson S, Hamilton CA, Hope JC, Katzer F, Mabbott NA, Morrison LJ, et al. Bovine
cryptosporidiosis: impact, host-parasite interaction and control strategies. Vet Res. 11. srpen
2017;48(1):42.

53.  CDC - DPDx - Cryptosporidiosis [Internet]. 2024 [citovan 5. tinor 2026]. Dostupné z:
https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html

54.  Rideout H, Cook AJC, Whetton AD. Understanding the Cryptosporidium species and
their challenges to animal health and livestock species for informed development of new,
specific treatment strategies. Front Parasitol. 2024;3:1448076.

55.  CDC - DPDx - Cryptosporidiosis [Internet]. 2024 [citovan 6. leden 2026]. Dostupné z:
https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html

56.  Spoleénost pro epidemiologii a mikrobiologii CLS JEP,.

57. Osman M, Safadi DE, Cian A, Benamrouz S, Nourrisson C, Poirier P, et al. Prevalence
and risk factors for intestinal Protozoan infections with Cryptosporidium, Giardia, Blastocystis
and Dientamoeba among schoolchildren in Tripoli, Lebanon. PLoS Negl Trop Dis [Internet].
14. bfezen 2016 [citovan 6. leden  2026];10(3):e0004496. Dostupné¢  z:
https://journals.plos.org/plosntds/article?id=10.1371/journal.pntd.0004496

54



58. Al-Azab AMA, Fadladdin YAJ, Alasmari SMN. Cockroaches as mechanical vectors of
intestinal parasites in Sana’a City, Yemen. J Parasitol Res. 2025;2025:3583742.

59.  Turner M, Peta V, Pietri JE. New insight into the relationship between Salmonella
Typhimurium and the German cockroach suggests active mechanisms of vector-borne
transmission. Res Microbiol. 2022;173(3):103920.

60. Farah Hazigah MT, Nur Asyiqin MN, Mohd Khalid MKN, Suresh K, Rajamanikam A,
Chandrawathani P, et al. Current status of Blastocystis in cockroaches. Trop Biomed. 1. zafi
2017;34(3):741-5.

61. Badri M, Mohaghegh MA, Olfatifar M, Abdoli A, Zaki L, Asghari A, et al. The
contamination of human residential environments by intestinal protozoan parasites in
cockroaches: a systematic review, meta-analysis and future predictions (up to 2035). Int J
Environ Health Res. listopad 2025;35(11):3604-21.

62. Liu J, Yuan Y, Feng L, Lin C, Ye C, Liu J, et al. Intestinal pathogens detected in
cockroach species within different food-related environment in Pudong, China. Sci Rep
[Internet]. 23. leden 2024 [citovan 14. leden 2026];14(1):1947. Dostupné z:
https://www.nature.com/articles/s41598-024-52306-x

63. Crespo A, de Armas Y, Capd V, Iglesias E, Palomares-Marin J, Fonte L, et al. Pathogens
of medical importance identified in hospital-collected cockroaches: A systematic review.
Microorganisms [Internet]. unor 2025 [citovan 14. leden 2026];13(2):337. Dostupné z:
https://www.mdpi.com/2076-2607/13/2/337

64.  (PDF) A review of alternative management tactics employed for the control of various
cockroach Species (Order: Blattodea) in the USA. ResearchGate [Internet]. 16. fijen 2025
[citovan 28. leden 2026]; Dostupné Z:
https://www.researchgate.net/publication/352365887 A Review_of Alternative Managemen
t Tactics Employed for the Control of Various Cockroach Species Order Blattodea in
the USA

65.  Short JE, Edwards JP. Reproductive and developmental biology of the oriental
cockroach Blatta orientalis (Dictyoptera). Med Vet Entomol. fijen 1991;5(4):385-94.

66. Roth LM. Introduction. In: Bell WJ, Adiyodi KG, editofi. The american Cockroach
[Internet]. Dordrecht: Springer Netherlands; 1981 [citovan 28. leden 2026]. s. 1-14. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/978-94-009-5827-2 1

67.  Hadi UK, Retnani EB. Diversity and abundance of cockroaches (Insecta: Dictyoptera)
in ships at Bau-Bau port. J Entomol Zool Stud. 2018

68. Gromphadorhina portentosa (Schaum, 1853) [Internet]. 1853 [citovan 28. leden 2026].
Dostupné z: https://www.gbif.org/species/1994576

55



69.  Gromphadorhina oblongonota van Herrewege, 1973 [Internet]. [citovan 28. leden
2026]. Dostupné z: https://www.gbif.org/species/165239610

70.  Jensen UG, Rothmann A, Skou L, Andersen SO, Roepstorff P, Hojrup P. Cuticular
proteins from the giant cockroach, Blaberus craniifer. Insect Biochem Mol Biol. unor
1997;27(2):109-20.

71.  Legendre F, Grandcolas P, Thouzé F. Molecular phylogeny of Blaberidae (Dictyoptera,
Blattodea) with implications for taxonomy and evolutionary studies. Eur J Taxon [Internet]. 3.
biezen 2017 [citovan 28. leden 2026];(291). Dostupné zZ:
https://europeanjournaloftaxonomy.eu/index.php/ejt/article/view/415

72.  Roth LM. The cockroach genus Pycnoscelus Scudder, with a description of Pycnoscelus
femapterus, sp. nov. (Blattaria: Blaberidae: Pycnoscelinae). Orient Insects [Internet]. 1. leden
1998 [citovan 28. leden 2026];32(1):93-130. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1080/00305316.1998.10433770

73.  Bench Aids for the diagnosis of intestinal parasites -- Second edition [Internet]. 2019
[citovan 27. leden 2026]. Dostupné z: https://www.who.int/publications/i/item/9789241515344

74. Garcia LS, Arrowood M, Kokoskin E, Paltridge GP, Pillai DR, Procop GW, et al.
Practical guidance for clinical microbiology laboratories: Laboratory diagnosis of parasites
from the gastrointestinal tract. Clin Microbiol Rev. leden 2018;31(1):e00025-17.

75.  lodine Solution for Parasitology. 2020 The hardy diagnostics manufacturing facility and
quality management system is certified to ISO 13485.

76. Zanzani S, Epis S, Bandi C, Manfredi MT. What is your diagnosis? Fecal smear stained
with Lugol’s solution and Giemsa from a cynomolgus macaque (Macaca fascicularis)
presenting with liquid diarrhea. Vet Clin Pathol. ¢erven 2014;43(2):293-4.

77.  Pathologists TRC of. UK Standards for microbiology investigations [Internet]. 2024
[citovan 217. leden 2026]. Dostupné zZ
https://www.rcpath.org/profession/publications/standards-for-microbiology-
investigations.html

78.  Eymael D, Schuh GM, Tavares RG. [Standardization of Blastocystis hominis diagnosis
using different staining techniques]. Rev Soc Bras Med Trop. 2010;43(3):309-12.

79.  Shetty N, Prabhu T. Evaluation of faecal preservation and staining methods in the
diagnosis of acute amoebiasis and giardiasis. J Clin Pathol. ¢erven 1988;41(6):694-9.

80.  Sejnohova A. Vyskyt stievniho prvoka Blastocystis sp. u primati v zajeti. 2021

81. Boutahar M, Belaouni M, Ibrahimi A, Eljaoudi R, Aanniz T, Er-Rami M. Prevalence of
Blastocystis sp. in Morocco: Comparative assessment of three diagnostic methods and
characterization of parasite forms in Jones’ culture medium. Parasite. 2023;30:64.

56



82.  Jones WR. The experimental infection of rats with Entamoeba histolytica; with a
method for evaluating the anti-amoebic properties of new compounds. Ann Trop Med Parasitol.
Cervenec 1946;40:130-40.

83. Wong SSY, Fung KSC, Chau S, Poon RWS, Wong SCY, Yuen KY. Molecular
diagnosis in clinical parasitology: when and why? Exp Biol Med. listopad 2014;239(11):1443—
60.

84.  Front matter. in: diagnostic medical parasitology [Internet]. John Wiley & Sons, Ltd;
2016 [citovan 28. leden 2026]. . 1—xxii. Dostupné zZ:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1128/9781555819002.fmatter

85. Suchonska B, Kaczmarek A, Wesotowska M, Mlocicki D, Satamatin R. Molecular
Identification of Blastocystis Subtypes in the cervix: A study on polish patients. J Clin Med. 3.
Cerven 2025;14(11):3928.

86. Ng DPK, Koh D, Choo SGL, Ng V, Fu Q. Effect of storage conditions on the extraction
of PCR-quality genomic DNA from saliva. Clin Chim Acta [Internet]. 1. kvéten 2004 [citovan
28. leden 2026];343(1):191-4. Dostupné z:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009898104000464

87.  Instruction manual PSPSpinStool StoolPlusKit.pdf [Internet]. 2013 [citovan 28. leden
2026]. Dostupné Z:
https://www.nordicbiolabs.dk/storage/B544295808BOD310AD733C6D75ACF20F1FBBOD7
STETDS5CI1E2F02A86328F6DE6D/530ad576edf04c5b9b9ba07647991102/pdf/media/b22247
c1dd464632a34191da2c9fd9ef/Instruction%20manual%20PSPSpinStool StoolPlusKit.pdf

88.  Khehra N, Padda IS, Zubair M. Polymerase chain reaction (PCR). in: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2025 [citovan 28. leden 2026].
Dostupné z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 589663/

89. Jirki-Pomajbikova K, Cepiéka I, Kalousova B, Jirkii M, Stewart F, Levecke B, et al.
Molecular identification of Entamoeba species in savanna woodland chimpanzees (Pan
troglodytes schweinfurthii). Parasitology. kvéten 2016;143(6):741-8.

90. Verweij JJ, Pit DS, van Lieshout L, Baeta SM, Dery GD, Gasser RB, et al. Determining
the prevalence of Oesophagostomum bifurcum and Necator americanus infections using
specific PCR amplification of DNA from faecal samples. Trop Med Int Health TM IH. zafi
2001;6(9):726-31.

91.  Suzuki T, Yoshida S, Hara H. Physiological concentrations of short-chain fatty acids
immediately suppress colonic epithelial permeability. Br J Nutr. srpen 2008;100(2):297-305.

92. Lhotska Z, Jirkti M, Hlozkova O, Brozova K, Jirsova D, Stensvold CR, et al. A study
on the prevalence and subtype diversity of the intestinal protist Blastocystis sp. in a gut-healthy
human population in the Czech republic. Front Cell Infect Microbiol [Internet]. 6. fijen 2020

57



[citovan 5. unor 2026];10. Dostupné z: https://www.frontiersin.org/journals/cellular-and-
infection-microbiology/articles/10.3389/fcimb.2020.544335/full

93. Scicluna SM, Tawari B, Clark CG. DNA barcoding of blastocystis. Protist. unor
2006;157(1):77-85.

94. Stensvold CR, Clark CG. Current status of Blastocystis: A personal view. Parasitol Int.
prosinec 2016;65(6 Pt B):763-71.

95. Lee PY, Costumbrado J, Hsu CY, Kim YH. Agarose gel electrophoresis for the
separation of DNA fragments. J Vis Exp JoVE. 20. duben 2012;(62):3923.

96. EPPiC  Fast [Internet]. [citovan 28. leden  2026]. Dostupné¢ z:
https://www.aabiot.com/en/eppic-fast

97.  BDX64 (BigDye® Enhancing Buffer) [Internet]. [citovan 28. leden 2026]. Dostupné z:
https://www.carolinabiosystems.cz/cs/265-bdx64-bigdye-enhancing-buffer.html

98.  Applied Biosystems BigDye XTerminator Purification Kit | Al-Faiha For Laboratory &
Scientific  Supplies Co [Internet]. [citovan 28. leden 2026]. Dostupné z:
https://sahoury.com/product/4376487

99.  Kotyk M. Diverzita vybranych skupin stfevnich prvokli u Svabi (Blattodea bez
Isoptera).  26.  bfezen 2024  [citovan 3. Unor  2026];  Dostupné  z:
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/188927

100. Pecina L. Diversity, morphology and phylogeny of endosymbiotic ciliates of the order
clevelandellida (Ciliophora armophorea) in cockroaches Bratislava: Comenius University
Bratislava Faculty of Natural Sciences; 2024.

101. Strand MA, Brooks MA. Pathogens of Blattidae (cockroaches). Bull World Health
Organ. 1977;55 Suppl 1(Suppl 1):289-96.

102. Decoursey JD. Endamoeba Histolytica and Certain Other Protozoan Organisms Found
in Cockroaches in Cairo, Egypt. Article. 1956.

103. Vicente CSL, Ozawa S, Hasegawa K. Composition of the cockroach gut microbiome in
the presence of parasitic nematodes. Microbes Environ [Internet]. zatfi 2016 [citovan 4. Gnor
2026];31(3):314-20. Dostupné z: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC5017809/

104. Protozoan and nematode parasites of the american coakroach Periplaneta americana
(L.) from Bulgaria. ResearchGate [Internet]. 7. srpen 2025 [citovan 3. Gnor 2026]; Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/288597847 Protozoan and Nematode Parasites of
_the American_Coakroach Periplaneta americana L. from Bulgaria

58



105. Paul S, Sardar S, Ghosh J. Characterizing gut fauna of american cockroach: Presence of
Lophomonas striata and lodamoeba biitschlii. J Parasit Dis [Internet]. 1. zari 2025 [citovan 3.
unor 2026];49(3):659—70. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s12639-025-01788-1

106. DeCoursey JD, Otto JS. Endamoeba Histolytica and certain other protozoan organisms
found in cockroaches in Cairo, Egypt. ] N Y Entomol Soc [Internet]. 1956 [citovan 3. Ginor
2026];64:157—63. Dostupné z: https://www.jstor.org/stable/25005606

107. Strand MA, Brooks MA. Pathogens of Blattidae (cockroaches). Bull World Health
Organ [Internet]. 1977 [citovan 3. tnor 2026];55(Suppl 1):289-96. Dostupné z:
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC2366773/

108. Zaman V, Ng GC, Suresh K, Yap EH, Singh M. Isolation of Blastocystis from the
cockroach (Dictyoptera: Blattidae). Parasitol Res [Internet]. 1. leden 1993 [citovan 28. leden
2026];79(1):73—4. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/BF00931221

109. Yoshikawa H, Wu Z, Howe J, Hashimoto T, Geok-Choo N, Tan KSW. Ultrastructural
and phylogenetic studies on Blastocystis isolates from cockroaches. J Eukaryot Microbiol.
2007;54(1):33-7.

110. "Phylogeny and diversity of Entamoeba in cockroaches, with an emphasis " by Mustafa
Husain ~ Fakhri  [Internet]. 2015 [citovan 3. unor 2026]. Dostupné z:
https://scholarworks.uark.edu/etd/24/

111. Balch he the cultivation of Nyctotherus ovalis and Endamoeba blattae. Science. 9. zati
1932;76(1967):237.

112.  Lucas CLT. Two new species of Amoeba found in cockroaches: with notes on the cysts
of Nyctotherus ovalis leidy. Parasitology [Internet]. srpen 1927 [citovdn 3. tnor
2026];19(2):223-35. Dostupné VA
https://www.cambridge.org/core/journals/parasitology/article/abs/two-new-species-of-
amoeba-found-in-cockroaches-with-notes-on-the-cysts-of-nyctotherus-ovalis-
leidy/AED6693ED5S0CD29AB874AB111CB0ODAOS

113.  Microenvironment and bacterial community structure in the gut of wood- and litter-
feeding cockroaches [Internet]. 2017 |[citovan 10. leden 2026]. Dostupné z:
https://archiv.ub.uni-marburg.de/diss/z2018/0081/pdf/dnl.pdf

114.  Features of Blastocystis spp. in xenic culture revealed by deconvolutional microscopy -
PubMed [Internet]. 2015 [citovan 5. unor 2026]. Dostupné Z:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25994314/

115. Chen L. Ziichtungsversuche an parasitischen protozoen von periplaneta orientalis.
Hamburg: Sehiffs- und Tropenkrankheiten zu Hamburg; 1933.

59



