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Grym O. (2014). Vyznam koc¢kovitych Selem v §ifeni zoonotickych jednobunéénych parazita.

Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Zemédélska fakulta. 73s.

Abstrakt

Vzorky exkrementl jednoho sta kocek s rtiznou mirou habituace, zijici v domacnosti a
toulavé kocky, byly testovany na ptitomnost kryptoptosporidii a mikrosporidii ke zhodnoceni
rizika, jaké predstavuje blizky kontakt ¢lovéka s témito zvifaty. Prevalence kryptosporidii a
mikrosporidii byla urena z odebranych vzorka na zakladé rodové specifické PCR. VSechny
PCR pozitivni vzorky byly sekvencovany. Z celkového poétu 100 vysetfenych zvitat bylo u
titech nalezeno Cryptosporidium felis (3 %). Devét kocek (9 %) bylo infikovano E. bieneusi
genotype D. Zadna z 35 v domacnosti Zijicich kogek nebyla infikovana studovanymi parazity.
Nebyl prokazan vliv véku na vyskyt kryptosporidii a mikrosporidii. Podle ndm znamych
skute¢nosti jde o prvni studii, kterd se zabyva vyskytem kryptosporidii a mikrosporidii u

kocek v Ceské republice.

Klic¢ova slova: mikrosporidie; kryptosporidie; kocka; ¢lovek; epidemiologie



Grym O. (2014). The role of Felidae in the environmental dissemination of human pathogenic
unicellular parasites. Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budgjovice,
Czech Republic. 73p.

Abstract

One hundred cats at different levels of habituation, house kept and free living, from
Czech republic were screened for the presence of Cryptosporidium, Encephalitozoon spp. and
Enterocytozoon bieneusi to consider the risk of close human — cat contact on cryptosporidial
and microsporidial infections. The prevalence of Cryptosporidium, Encephalitozoon, and
Enterocytozoon bieneusi in cats was determined from fecal specimens by genus-specific PCR.
All PCR-positive specimens were sequenced to determine the genotype present. Out of 100
cats, three (3 %) were positive for Cryptosporidium, namely C. felis. Nine cats (9 %) were
infected with E. bieneusi genotype D. None out of 35 house kept cats was infected with any
tested parasites. No effect of age of animals on occurrence both Cryptosporidium and
microsporidia was proved. To our knowledge, this is the first report on the presence of

zoonotic species/genotypes of Cryptosporidium, and E. bieneusi in cats in the Czech republic.

Keywords: microsporidia; cryptosporidia; cat; human; epidemiology
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1 Uvod

Kryptosporididoza a mikrosporididza jsou jako oportunni onemocnéni pienosna mezi
zvitaty a lidmi (takzvané zoonozy) cilem védeckych praci jiz po desitky let. Velkou pozornost
nejen ze strany odborné vefejnosti si obé infekce vyslouzily v zévéru druhé poloviny

minulého stoleti, a to v souvislosti s pandemii syndromu ziskaného selhani imunity.

Diplomova prace mapuje pienos téchto nemoci na ¢lovéka nejen z volné zijicich
kocek, ale také z téch, které bézné obyvaji lidské domacnosti. Tato zvifata totiz mohou byt

vyznamnym rezervoarem parazitll, ktefi mimo jiné vyvolavaji vySe zminéna onemocnéni.

Pro lidské zdravi mohou piedstavovat riziko nejen kocky, které objektivné trpi
ptiznaky kryptosporidiézy a mikrosporididzy, ale rovnéz zvifata, jez nevykazuji zadné
typické ptfiznaky téchto onemocnéni. Klinick¢é symptomy kryptosporididzy ¢i
mikrosporididzy totiz nejsou podle této studie pozorovany u koCek vzdy. Piesto byvaji

Vv jejich exkrementech nalézany infekéni oocysty, resp. spory.

Nebezpe¢i kockami pfenaSenych zoondz, vtomto piipadé kryptosporidiozy
a mikrosporididzy, vyrazné navySuje i socialni chovani téchto zvitat. Chovatelé ¢asto kockam
dovoluji tésny t&lesny kontakt. Selmy maji diky vysoké mritnosti také neustaly pfistup ke

kuchynské lince, stolu, ¢i jim je jen nedostateéné branéno v piistupu k nebalenym potravinam.

Spole¢ny zivot lidi a kocek v jedné domacnosti tak mize predstavovat vyznamné
riziko ptenosu fady zoonoz. To je mnohonasobné zvySeno v piipadé, kdy dany chovatel trpi
poruchou imunitniho systému. Ta nemusi byt vzdy zpisobena napiiklad virem HIV, ale mtze

vznikat také nasledkem medikace po transplantaci orgénu.
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2  Cile prace

Cilem diplomové prace je na zakladé¢ podrobné literarni reSerSe a zevrubném
praktickém vyzkumu zhodnotit vliv a vyznam zoonotickych parazitoz na lidské zdravi,
jejimiz ptvodci jsou kryptosporidie a mikrosporidie, a dale s vyuzitim modernich
molekularnich metod detekovat ve vzorcich trusu kockovitych Selem kryptosporidie a

mikrosporidie rodu Encephalitozoon a Enterocytozoon.

Ukolem studie je také uréit mozné riziko prenosu zoonotickych onemocnéni z volné
zijicich a v domacnosti chovanych kocek na Cloveéka. Na zaklad¢ takto zjisténych tdaju

navrhnout moznosti prevence.
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3  Kryptosporidie a kryptosporidioza

Kryptosporidiéza patii mezi celosvétove rozSifend onemocnéni charakterizovana
vleklymi prijmy. Chorobu vyvolavaji prvoci rodu Cryptosporidium. Mezi projevy této
choroby patfi nejen nechutenstvi, ale také ibytek na hmotnosti a malatnost (Meinhardt et al.

1996). Pro imunodeficitni osoby mize byt i pii¢inou smrtelného onemocnéni.

Poprvé byla lidska kryptosporidiéza zadokumentovana v sedmdesatych letech
minulého stoleti (Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976). Az o deset let pozd¢ji v souvislosti
s pandemii viru lidské imunitni nedostatecnosti, ktery je ptivodcem onemocnéni AIDS, zacala
byt kryptosporidiéze prikladana vyssi dilezitost. Pacienti s pocCtem padesati a méné
T-lymfocytd v mililitru krve jsou dnes povazovani za osoby, u kterych je riziko propuknuti
kryptosporidiozy velmi vysoké (Current et al. 1983; Forgacs et al. 1983; Ma et Soave 1983;
Soave et al. 1984; Fayer et Ungar 1986; Crawford et Vermund 1988; O'Donoghue 1995).

Podle zpravy amerického sdruzeni Water Works z roku 2006 vsak stale mnoho 1ékatt
nerozpozna projevy této nemoci. Podle téze studie zaroven existuje mnoho osob, které
Vv piipad¢ travicich obtizi nevyhledavaji odbornou pomoc. V Evropé a na severoamerickém
kontinentu ¢ini prevalence kryptosporidiozy jedno az tii procenta (CDC 2005, 2006), pii¢emz
v rozvojovych zemich je né€kolikanasobné vyssi. Infekce se mtize $ifit kontaminovanou vodou

(Van den Akker et al. 2011).

V Asii je mira promotenosti populace kryptosporidiozou odhadovana podle
amerického Centra pro kontrolu a prevenci nemoci na 5 procent, v Africe na dvojnasobek.
Totozna zprava pfitom hovoii aZz o sto procentech nakazenych déti obyvajicich vybrané

regiony (Rossle et Latif 2013).

Toto parazitarni onemocnéni nemusi byt u osob s rozvinutym selhdnim imunitniho
systému lokalizovano jen v travicim traktu. V takovych ptipadech mohou byt kryptosporidie
lokalizovany 1 v jinych mistech v téle nemocného (Hunter et Nichols 2002). Parazit je dlouhé
desitky let povazovan za béznou piic¢inu prijmt u imunodeficitnich osob (Current et al. 1983,;

Jokipii et al. 1983; Tzipori et al. 1983)

O tom, ze je kryptosporididza opravdu celosvétoveé rozsitenym onemocnénim, sveédci
také to, Ze si podle seroepidemiologickych studii vytvati proti kryptosporidiim protilatky az

90 procent celosvétové populace (Dillingham et al. 2002).
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3.1 Charakteristika parazita

Prvoci rodu Cryptosporidium infikuji epitelové bunky mikroklktt v dychacim
a travicim traktu obratlovcl vcetné cloveka. Prenos kryptosporidii, které jsou rovnéz
povazovany za nejrozSifenéj$i parazity kontaminujici vodni zdroje (Karanis et al. 2007),

charakterizuji slozité ndkazové vzorce, jak zndzortiuje obrazek ¢. 1.

Prvok infikuje mnoho zivoc¢isnych druht (Jiang et al. 2005; Mathis et al. 2005; Fayer
2007), v¢etné ¢loveéka vsech vékovych skupin (Guyot et al. 2001; Gatei et al. 2002a,b). Pocet

znamych druhti kryptosporidii dosud neni povazovan za kone¢ny (Fayer 2007).

Obrazek ¢. 1: Prenos kryptosporidii

Infekéni faze
—
O
D I | /
e Docysy
jsou pfijmuty \
hostitelem “~

/.__

Silnoosténné oocysty

Kontaminace potravy, @ e unikaji z hostitele
vody a oscb

! ‘
/ > @ ip:k::?;:n:r;?;? #

Zvireci hostitel

Prostredl

(1) Infekéni faze zahajena spolknutim oocyst hostitelem, pfipadné inhalaci. Sporozoiti napadaji epitelialni buiiky
zazivaciho traktu, ptipadné dalSich tkani a organt, dokoncuji cyklus produkci oocyst, které opoustéji hostitele,
tzv. diagnosticka faze (2). Oocysty jsou vylouceny do prosttedi (3). Kryptosporidie se pfenaseji kontaminovanou
vodou, potravinami, nebo osobnim kontaktem (4). Vylou¢ena neni ani zoonotickd ndkaza z divodu expozice

infikovanym zvitatim, nebo parazity zamotenému prostiedi (4).

Zdroj: Putignani et Menchella (2010); vlastni Gprava
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3.2 Historie

O organismu podobném hromadinkdm, ktery se pomoci organel pfichycuje na
epitelové bunky traviciho traktu mysi, informoval jako prvni Edward Ernest Tyzzer ve studii
z roku 1907. Parazita popsal pod nazvem Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). O tii roky
pozdéji jeho charakteristiku jesté vice zptesnil (Tyzzer 1910), a také navrhl oznacit cely rod
jako Cryptosporidium (Tyzzer 1912). V roce 1912 popsal dalsi druh - Cryptosporidium
parvum, ktery identifikoval ve stfevé laboratornich mysi. Pozdéji byl totozny organismus

identifikovan pfi prijmovych chorobach skotu (Panciera et al. 1971).

Na dal$i poznatky ze svéta kryptosporidii si musel cely svét pockat az do poloviny
padesatych let minulého stoleti. Az v roce 1955 byl totiz identifikovan prvok

Cryptosporidium meleagridis, ptivodce smrtelného onemocnéni krit (Slavin 1955).

O nékolik let pozdé€ji byly rozpoznany také dva ptipady kryptosporididozy u osob se
snizenou imunitou, které se pravdépodobné nakazily od chovanych hospodaiskych zvitat
(Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976). Kryptosporidiozou trpéla také 52leta osoba se zamérné

oslabenym imunitnim systémem po transplantaci ledvin (Weisburger et al. 1979).

Tato zoondza byla v osmdesatych letech popsana v desitkach publikaci. Kviili
pandemii AIDS byly zjiStény dalsi ptipady lidské kryptosporididzy, kterd propukala u osob
S oslabenym imunitnim systémem (Blagburn et Current 1983). Plvodci onemocnéni byli

postupn¢ identifikovani také u opic, plazl, prasat ¢i kot (Fayer et Xiao 2007).

cey

V soucasnosti je kryptosporididza nejéastéji diagnostikovana u déti, které ziji v méné
rozvinutych krajinadch. Ani v ptipad€ vyspélych zemi vSak dosud neni vybudovan dostatecny
zdravotnicky dohled, ktery by spolehlivé informoval o vSech piipadech této zoondzy, jez

Casto nebyva spravné diagnostikovana (Latif et Rossle 2013).

3.3 Taxonomie

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou intracelularni jednobunééni paraziti¢ti prvoci

s DNA v jadfe s dvojitou membranou, ktefi napadaji vice nez 150 druhti savch vcetné ¢lovéka

(Morgan et al. 1999). Rod Cryptosporidium patii spolu s vice nez 300 dal§imi rody do kmene

14



Apicomplexa se zhruba 4800 znamymi druhy. Taxonomické zafazeni kryptosporidii je

uvedeno v tabulce ¢. 1.

Tabulka €. 1: Taxonomické zaiazeni rodu Cryptosporidium

Klasifikace

Jméno

Biologicky popis

Doména

Trida

Rad/Podiad

Rodina

Rod

Druh

Eukaryota

Prvoci

Apicomplexa

Kokcidie

Eucoccidiorida/Eimeriorina

Cryptosporidiidae

Cryptosporidium

C. parvum

Buiiky obsahuji jadro s DNA obklopenou dvojitou
membranou, téméf vSechny maji mitochondrie

Prevazné jednobunééné s mitochondriemi, Golgiho
aparatem a peroxizomy

Jednobunééni endosymbionti, nebo paraziti se
souborem organel k ptichyceni a pronikani do
hostitele

Oocysty typicky obsahuji infekéni sporozoity
vyvinuté diky sporogonii. Reprodukce probiha jak
asexualni, tak sexualni formou.

Merogonie, infikuji obratlovce a bezobratlé

Oocysty s obsahem ¢ty sporozoitt, které se po
pozieni uvolfiuji pies sténu oocysty, dveé az tii
generace merontt, prvni generace je
pravdépodobné schopna recyklovat v téle hostitele,
posledni z nich tvofi mikrogametocyty
a makrogametocyty. Po oplodnéni vznika ze
zygoty oocysta. Sporogonie je endogenni.

Organismem je oocysta se ¢tyfmi sporozoity

Osidluje zazivaci trakt mysi, z schizontu po
jaderném déleni vznika 8 merozoitl, Casné
mikrogametocyty davaji vzniknout
16 mikrogametam 1,5 - 2 mikrometrd dlouhym. Po
oplodnéni se z makrogamet vytvari tenka
membrana cysty, protoplasma se rozdéluje
a vytvareji se 4 sporozoity. Dospéla oocysta méti
5 x 4,5 um, dospély sporozoit je douhy 12 - 14 um,
vyvoj extracelularni, sporozoity v zaludku jsou
pravdépodobné autoinfekéni.

Zdroj: Fayer et al. (2008); Kvac et Ortega (2013)

3.4 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus prvokt rodu Cryptosporidium je mozné rozdélit do Sesti vyvojovych

fazi (Current et Garcia 1991): excystaci (uvolnéni infekéni sporozoitll), merogonii

(nepohlavni rozmnoZovani uvnitt hostitelské builky), gametogonii (utvaieni mikro- a
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makrogamet), oplodnéni (slouceni mikro- a makrogamet), vznik silnosténnych oocyst
(zarodky diky tomu pieziji i v neptiznivych podminkach, které nastavaji pii jejich prenosu z
jednoho hostitele na druhého) a sporogonii (formace infek¢nich sporozoitl). Vyvoj parazita
zaCind piijmem sporulovanych oocyst, které pozie vhodny hostitel. Oocysty nésledné
prochazeji excystaci. V jejich sténé€ se otevira Sev, ptes ktery se do okoli uvolni ¢tyfi infek¢ni

sporozoity (Reduker et Speer 1985), jak popisuje obrazek ¢. 2.

Obrizek & 2: Zivotni cyklus kryptosporidie v enterocytu

Spolknuio Sporozoit

(Vdechnuto) = =

Opusténi hostitele

Autoinfekce

Silnosténna oocysta
(sporulovana)

Tenkosténna oocysta Mikrogamont Meront typu II
(sporulovana)

Schematické znazornéni Zivotniho cyklus organismu Cryptosporidium parvum. Po excystaci z oocyst ve stfevech
(a), napadnou sporozoiti hostitelskou buniku (b) a vytvarteji trofozoity (c¢) uvniti parazitoforni vakuoly v oblasti
slizniéniho epitelu. Trofozoiti prochdzeji merogonii (d, ) a formuji merozoity. Poté, co se uvolni z merontt typu
I, invazivni merozoity infikuji do pftilehlé hostitelské buiiky, a vytvareji dal§i meronty typu I nebo vytvareji
meronty typu II (f). Meronty typu II prochazeji sexualni fazi za vzniku mikrogametl (g) a makrogametti (h). Z
vétSiny zygot (i) vytvofenych po oplodnéni mikrogamontii mikrogametami (uvoliuji se z mikrogamontll) se
vyvijeji odolné silnosténné oocysty (j), které prochazeji sporogonii a vytvareji sporulované oocysty (k) se ctyfmi
sporozoity. Sporulované oocysty se dostavaji do prostiedi spolu s exkrementy a jsou zdrojem infekce pro dalsi
vhodné hostitelské organismy. Piiblizn€ pétinu zygot oddéluje od okolniho prostfedi pouze membrana kryjici
Ctyfi sporozoity. Tyto tenkosténné oocysty (1) reprezentuji autoinfekéni zivotni cyklus kryptosporidii, ktery
udrzuje ptitomnost parazita v hostiteli bez toho, ze by musel pfijmout silnosténné oocysty vyskytujici se v

prostiedi.
Zdroj: Current et Garcia (1991); vlastni uprava
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K excystaci dochazi soubéhem vhodnych okolnich podminek, které jsou soucasti
travicich procest. Naptiklad pfiznivym obsahem oxidu uhli¢itého, vhodnych enzymd, teploty
nebo obsahu zlu¢i (Fayer et Leek 1984; Reduker et Speer 1985; Blagburn et al. 1987;
Robertson et al. 1993; O'Donoghue 1995).

V experimentalnich podminkach se ukazalo, ze oocysty mohou uvoliiovat do okoli
sporozoity, i kdyz jsou vystaveny teplejSimu vodnému roztoku. To potvrzuje moznost infekce
také v mistech jako je o¢ni spojivka, dychaci trakt, zlu¢nik, lymfatické uzliny, varlata,
vajeCniky, déloha a vagina (Fleta et al. 1995). Sporozoiti se po excystaci (viz obrazek
¢. 3) pohybuji po buikach stievni stény a infikuji je pomoci organel apikalniho komplexu
(Okhusen et Chappell 2002).

Obrazek ¢. 3: Snimek oocysty a excystovanych sporozoitii z elektronového mikroskopu

(A) Neporusena oocysta pied excystaci (zvétSeni 16 000%)

(B) Trojice sporozoitl opoustéjicich oocystu (zvétseni 16 000x)
(C) Prazdna oocysta (zvétseni 16 000x)

(D) Uvolnény sporozoit (zvétseni 14 000x)

Zdroj: Reduker et al. (1985)
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Parazit se vyznacuje monoxennim zivotnim cyklem, ktery je dokoncen v zazivacim
systému jediného hostitele. Béhem n¢j se tento prvok v rtiznych fazich vyvoje omezuje na
apikalni casti hostitelskych bun¢k. Organismus se pfitom stavd soucasti napadené buiky,

lokalizovén je ale mimo cytoplasmu (Barta et Thompson 2006), jak objasniuje obrazek €. 4.

Obrazek ¢. 4. Mechanismus prichyceni C. parvum na povrchu stfevni bunky

Oocysta Excystace Adhezni taze/
/ \ Serine protease lokomoce Intracelulami
[ | Aminopeptidase csL multiplikace/
\v Gp900 prezivani v hostiteli
Gp60/40/15 Invaze CpABC
P23 Cp2 CpATPase2
- | P30 Cpal35 CpATPase3
) EF’,‘;}"O‘Z’;?I"Y TRAP-C1 Phospholipase | | HSP70
Cp47 H4 HSP90
Cps-500 CpSUB Cysteine protease
r\ CpMICT CpMuc Acetyl-co-synthetase

Vyloucené proteiny
z apikalnich organel

Strevni epitelialni vystelka

Podle nejnovéjsich zjisténi maji proteiny, které se ui€astni interakce s hostitelskou buiikou, podobné vlastnosti v
ramci vSech zastupci kmene Apicomplexa. V invazivni fazi pfi uvolnéni sporozoiti a merozoitd jsou
vypuzovany na povrch Cryptosporidium parvum. K hostitelské burnice putuji spolu se zoity (Strong et al. 2002;
Tzipori et Ward 2002). Pfesny popis jejich funkci ale dosud odhalen nebyl (Okhuysen et Chappell 2002).

Zdroj: Bouzid et al. (2013)

Kryptosporie se zapouzdii v cytoplasmatické membranég, ptri¢emz vytvoii takzvanou
parazitoforni vakuolu (Thompson et al. 2005). Zde je prvok chranén pied nepfatelskym
prostiedim zazivaciho Ustroji hostitele a zaroven je zasobovan potiebnymi vyzivovymi zdroji
prostiednictvim ptichycovaci organely. Ta je mimo jiné unikdtnim ustrojim v ramci kmene
Apicomplexa, v némz jsou v soucasnosti tito prvoci zatazeni (Tzipori et Ward 2002). Podle
nékterych studii v§ak kryptosporidie neprochazeji jen intracelularni vyvojovou fazi. Naptiklad
C. parvum nejspiSe charakterizuje nékolik extracelularnich Zivotnich etap (Rosales et al.
2005).
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Kryptosporidie se mnozi jak asexualné¢ (merogonie), tak sexualné (gametogonie).
Proces charakterizuje vznik mikrogamontti a makrogamontt. Po oplodnéni makrogamontt
mikrogametami se vyviji oocysta, kterd sporuluje a infikuje hostitele. Pfi tomto dé&ji se
vytvaieji dva odlisSné typy oocyst - silnosténné, které jsou vyluCovany hostitelem a

tenkosténné, které se uplatiiuji pfi autoinfekci.

Kazdy ze sporozoitli se vyviji ve sféricky trofozoit, ktery prochdzi merogonii a
formuje meronty typu I. Obsahuji celkem osm merozoitd (O Donoghue 1995), ktefi se
uvoliuji do okolniho prostiedi a snazi se prichytit na povrch dalsi epitelidlni buiiky. Zde jesté
jednou prochazeji merogonii a vytvareni meronty typu I a II. Posledn¢ jmenovany obsahuje
Ctyfi merozoity, které se po pfichyceni k epitelidlni bunce nevytvareji dalSi meronty, ale
prochazeji gametogonii. Tyto meronty produkuji jak sam¢i mikrogamonty, tak samici

makrogamety (Gobel et Brandler 1982; Smith et Rose 1998).

Kazdy z mikrogamotu projde jadernym délenim a diferencuje se v maximaln¢ $estnact
mikrogamet. Ty po opusténi parazitoformni vakuoly vyhledaji a oplodni jednobunécny

makrogametocyt, ktery se vyvine v makrogamontu.

Dusledkem fertilizace se stavd zygota. Kazd4 obsahuje Ctyfi sporozoity (Current et
Reese 1986). Silnosténné oocysty jsou uvolnény do stiev, a z gastrointestinalniho traktu jsou
vylouceny v exkrementech. Infekéni jsou okamzit¢ - v prostiedi ¢ekaji jen na vhodného

hostitele (Smith et Rose 1998).

Oocysty s tenkou sténou mohou excystovat jesté v téle hostitele. Zivotni cyklus

kryptosporidii tak v této fazi zacina nanovo (Current et Reese 1986; Sinsko et Behnke 2004).

Autoinfekce a obnova merontt typu I jsou vysvétlenim chronickych infekci (Jokipee
et Jokipii 1986; Dupont et al. 1995; Okhuysen et al. 1999).
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3.5 Kryptosporidie infek¢ni pro ¢lovéka

Prvoci rodu Cryptosporidium infikuji povrch epitelidlni bun¢k v respira¢nim ¢i
travicim traktu vSech obratlovcl, Clovéka nevyjimaje. Ten je nejcastéji nakazen pro néj
specifickym druhem C. hominis, dale pak druhem C. parvum, ktery je nalézan ve vétSiné

teplokrevnych zvirat.

Prestoze vétSina druhii kryptosporidii patii mezi hostitelsky specifické parazity, jsou
na zaklad¢ soucasnych znalosti rozpoznavany dvé desitky rtiznych druha kryptosporidii, které

jsou infekéni pro Clovéka, viz tabulka €. 2.

Tabulka ¢. 2: Znamé druhy a genotypy rodu Cryptosporidium infek¢ni pro ¢lovéka

C. andersoni C. parvum

C. canis C. scrofarum

C. cuniculuss C. suis

C. erinacei C. tyzzeri

C. fayeri C. ubiquitum

C. felis C. viatorum

C. hominis C. wrairi

C. hominis monkey genotype Cryptosporidium horse genotype

C. meleagridis Cryptosporidium chipmunk genotype
C. muris Cryptosporidium skunk genotype

Zdroj: Rose 1997; Smith et Rose 1998; Ryan et al. 2004; Caccio et al. 2005; Feltus et al. 2006;
Smith et al. 2006; Kvac et al. 2008; Xiao et Ryan 2008; Raskova et al. 2013; Ortega et Kvac 2013;
Lietal 2014

Onemocnéni vyvolana timto parazitem mohou byt akutni a hostitele pfimo ohroZovat
na zivoté, jind vSak mohou odeznit po mirnych piiznacich ¢i ptejit do chronické formy
(Putignani et Menchella 2010). Akutni ¢&i  chronicky prubéh kryptosporididozy je

charakteristicky zejména pro osoby s poruchami imunity.

Osoby s imunokompetentnim systémem se s kryptosporididzou v drtivé vétSing
pfipadi vyrovnavaji bez dalSich zdravotnich nasledk (Waldron et al. 2009). Rtzné druhy
kryptosporidii charakterizuje odlisné misto vyvoje a lokalizace spolu s mirou infekénosti pro
daného hostitele. Lidska kryptosporidiéza je nejCastéji davana do souvislosti s pifijmem
kontaminované vody a jidla (Van den Akker et al. 2011). Dal$im vyznamnym zdrojem nakazy
byva ptimy kontakt ¢lovéka s nemocnymi zvifaty nebo s dal$imi osobami (Rossle et Latif

2013).
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3.6  Zoonotické kryptosporidie v kocic¢ich hostitelich

Prvoci rodu Cryptosporidium byli u ko¢ek vibec poprvé popsani v Japonsku (Iseki
1979). Piirozené infikované kocky vylucovaly sporulované oocysty o velikosti 5,0 x 4,5
mikrometri. Po néslednych pozorovanich a studiich byl organismus pojmenovan jako
Cryptosporidium felis. Pozd¢ji byly popsany symptomatické a asymptomatické
kryptosporididzy mezi kockami z celého svéta (Bennett et al. 1985; Arai et al. 1990; Mtambo
et al. 1991; Lappin et al. 1997; Hill et al. 2000; Cirak and Bauer 2004; Santin et al. 2006).

Nasledné seroprevalentni studie provedené napiiklad v Ceské republice, ve Spojenych
statech americkych ¢i v Némecku prokazaly, Ze az tfi ¢tvrtiny vySetfovanych kocek maji v
téle specifické protilatky proti prvokim rodu Cryptosporidium (Tzipori et al. 1981; Lappin et
al. 1997; McReynolds et al. 1999; Cirak and Bauer 2004). Konvenéni koproskopické metody
pak ukazaly, ze oocysty kryptosporii vylucuji i objektivné zcela zdravé kocky (Arai et al.
1990; Asahi et al. 1991; Mtambo et al. 1991).

Oocysty byly popsany také ve vykalech kocek s perzistentnimi prajmy (Bennett et al.
1985; Monticello et al. 1987; Goodwin et Barsanti 1990; Lent et al. 1993; Barr et al. 1994).

Jesté lepsi moznosti v detekci oocyst kryptosporii nejen u koci¢ich hostitelli nabizeji
molekularni metody na zakladé polymerazové fetézové reakce (Fayer 2007). Takto byly
u koc¢ek odhaleny tii druhy kryptosporidii. Jmenovité se jedna o C. parvum, C. felis a C. muris
(Morgan et al. 1998; Sargent et al. 1998; Scorza et al. 2003; Hajdusek et al. 2004; Santin et al.
2006; Pavlasek et Ryan 2007).
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3.6.1 Cryptosporidium parvum

Infekce u ¢lovéka

Cryptosporidium parvum patii mezi nejcastéji identifikované druhy kryptosporidii
mezi obratlovci. Parazit, ktery infikuje krajinu tlustého i tenkého stieva (Tzipori et al. 1981),

byl viibec poprvé popsan u mysi (Tyzzer 1912).

Oocysty nemivaji v priméru vice nez 5 x 4,5 um (Upton et Current 1985). Zoonoticky
charakter C. parvum s velkou pravdépodobnosti souvisi s jeho fylogenetickou ptibuznosti
s C. hominis (Xiao et Ryan 2004). Inkuba¢ni perioda u ¢lovéka, poc¢itano od ptijmu oocyst po
projeveni klinickych piiznakt, se mtze pohybovat od 2 do 14 dnt. Primérna doba je 3 az 8

dnu.

Gastrointestindlni pfiznaky vétSinou pietrvavaji od 3 do 21 dnt, nékdy dokonce 1 Sest
tydnt. Nakaza se projevuje slabosti, letargii, bolestmi bficha a vleklymi prijmy, jez trvaji po
dobu jednoho mésice (Casemore 1993). VyluCovani oocyst probiha nepravidelné

a muze probihat i po nasledujicich 50 dnii po vymizeni ptiznakli nemoci.
Infekce u kocek

Experimentalni infekce C. parvum byly u osmi koc¢ek chovanych v domacim prostredi
prokazany v roce 2003 (Scorza et al. 2003). Parazit byl v koci¢ich vykalech nalezen sice jiz o
nékolik let diive, avSak ve studiich Lappina a Hilla byly oocysty C. parvum identifikovany
pouze na zakladé konvenéni mikroskopie (Lappin et al. 1997; Hill et al. 2000), nikoliv diky

molekularni charakteristice.
Dalsi hostitelé

Onemocnéni vyvolana C. parvum byla dosud popsana hlavné mezi piezvykavci
(dobytek, ovce, kozy, jeleni) a lidmi. Parazit mize byt pficinou infekce také mezi prasaty
a v koloniich mysi (Morgan et al. 1999). Prvok byl v roce 2004 spolu s C. hominis
identifikovan u bernesky velké. Hostitelem této kryptosporidie bylo vice nez deset procent
vySetiovanych ptaka (Zhou et al. 2004). Na ptitomnost C. parvum upozornil v roce 2012 také
Gomes et al. (2012). Kryptosporidie byla nalezena u chtivicky japonské (Lonchura striata

domestica).
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3.6.2 Cryptosporidium muris

Infekce u ¢lovéka

Cryptosporidium muris neni v soucasnosti povazovan za bézny lidsky patogen.
Zacatkem 21. stoleti vSak byla onemocnéni timto prvokem prokazana u HIV pozitivnich osob
z Indonézie (Katsumata et al. 2000), Thajska (Tiangtip et Jongwutiwes 2002), Francie (Guyot
et al. 2001) ¢i Keni (Gatei et al. 2006).

Parazit byl popsan v fadé¢ lidskych hostitelid (Tiangtip et Jongwutives 2002), hlavné
mezi osobami s oslabenym imunitnim systémem (Guyot et al. 2001; Palmer et al. 2003; Gatei
et al. 2006). V roce 2000 identifikoval pfitomnost oocyst C. muris Katsumata a kolektiv

(2000) v exkrementech zcela zdravé divky, viz obrazek ¢. 5.

Obrazek ¢. 5: Fazova kontrastni mikroskopie oocyst Cryptosporidium muris ze zdravé

divky z Indonésie

Svétle znazornéné oocysty obsahuji cerna rezidualni téliska.

Zdroj: Tatsuya et al. (2000)
Infekce u kocek

Cryptosporidium muris, ktery je puvodcem gastroenteritidy u kockovitych Selem, se
Vv téchto zvitatech podafilo prokazat v roce 2007 (Pavlasek et Ryan 2007). V ramci této studie
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bylo Sest ze sedmi odebranych vzorkt béhem jednoho mésice pozitivnich na prvoky rodu

Cryptosporidium, coz svéd¢i o aktivné probihajici infekci.

Oocysty C. muris byly u hostitele stejného druhu objeveny také o nékolik let diive.
V tomto piipad¢ vSak nebylo zcela jasné, zda §lo o probihajici infekei, ¢i jen o vylouceni

oocyst z pozieného nemocného hlodavce (Santin et al. 2006).
Dalsi hostitelé

Parazitického prvoka Cryptosporidium muris, ktery se pomoci organel ptichycuje také
na epitelové buiiky traviciho traktu mysi, popsal jako prvni Edward Ernest Tyzzer (Tyzzer
1907). Cryptosporidium muris je infek¢éni rovnéz pro fadu dalSich hostiteli véetné kieckd,
veverek, horskych koz, mar stepnich, damanti, opic ¢i makakd (Anderson 1991; Chalmers et
al. 1997; Xiao et al. 1999; Torres et al. 2000; Guyot et al. 2001; Morgan et al. 2001; Dubey
2002; Gatei et al. 2002; Tiangtip et al. 2002; Palmer et al. 2003). Parazit byl identifikovan i u
hadi, varant a uzovek (Morgan et al. 1999; Ryan et al. 2003). V roce 2006 byl popsan jako
ptivodce onemocnéni lelkouna soviho (Podargus stridoides) (Ng et al. 2006).

3.6.2 Cryptosporidium felis

Infekce u ¢lovéka

Oocysty Cryptosporidium felis poprvé pozoroval v lidskych vykalech Iseki v roce
1979. S pouzitim elektronového mikroskopu Iseki ve stejné dob& podrobné popsal endogenni
vyvojovou fazi tohoto prvoka, ktery muze infikovat i dal§i zivocisné druhy (Iseki 1979).
Pozd¢jsi morfologické analyzy vedly ke zjisténi, ze se velikost oocyst C. felis pohybuje
v pruméru od 4,0 do 4,6 um (Sargent et al. 1998).

Parazit je v soucCasnosti zafazen v odbornych publikacich za jednoho z ptvodct
kryptosporidiozy, ktera muze vzniknout nejen u imunodeficientnich, ale také
imunokompetentnich osob. Kryptosporidioza vyvolana C. felis byla popsana v mnoha zemich

(Pedraza-Diaz et al. 2001; Matos et al. 2004; Leoni et al. 2006; Cama et al. 2008).

Moznym pienosem C. felis z kocek na cloveka se zabyvala studie Sesti pacientti z roku

2000 (Morgan et al. 2000). Trojice z téchto osob, které vyse zminénym onemocnénim trpéli,

vvvvvv
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piipad majitele kocky, ktery zaroven jako jeho zvife vykazoval zdravotni nasledky kvuli

nemoci vyvolané kryptosporidiemi (Bennett et al. 1985).

V roce 2002 byl popsan prvni HIV pozitivni pacient pochézejici z Itélie, ktery byl
uspésné vylécen z kryptosporidozy vyvolané C. felis. Piestoze bylo v jeho organizmu velmi

malo bilych krvinek, 1é¢ba paromomycinem byla uspésna.
Infekce u kocek

Cryptosporidium felis je dnes povazovano za hlavniho puvodce pfirozené se
vyskytujicich infekci u koéek nejen v Ceské republice, ale také Portugalsku, Spojenych
statech americkych ¢i v Kolumbii (Alves et al. 2001; Ryan et al. 2003; Hajdusek et al. 2004;
Santin et al. 2006; Fayer et al. 2007).

Dalsi hostitelé

Morfometrické analyzy oocyst ziskanych z koc¢i¢ich exkrementi odhalily, Ze se jejich
velikost pohybuje v rozmezi od 4,3 x 4,7 um, pies 4,5 = 0,22 um a od 3,8 x 4,8 pies 4,6 x 4,9
um po 4,0 x 4,6 um. Oocysty parazita byly prokazany také ve vykalech krav (Bornay-Linares
et al. 1999). Na druhou stranu se ale nepodafilo prokazat ptenos C. felis na mysi, krysy,
morcata a psy (Asahi et al. 1991).
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4 Mikrosporidie a mikrosporidiéza

Mikrosporidiéza patii mezi celosvétové rozSifend onemocnéni, kterd se vyznacuji
zejména tézkymi prijmy, nechutenstvim ¢i malatnosti (Slodkowicz-Kowalska et al. 2006;
Adamu et al. 2014). Chorobu vyvolavaji jednobunétné organismy - mikrosporidie. Jejich
zoonoticky potencial byl poprvé prokazan ve druhé poloviné minulého stoleti (Matsubayashi
et al. 1959). U imunodeficitnich jedinc miize mit mikrosporididéza fatalni pribéh koncici

smrti nakazeného jedince.

Mikroskopicti paraziti se u osob s rozvinutym selhdnim imunitniho systému nemuseji
vyskytovat pouze v travicim traktu, ale casto se rozsifuji i do dalSich mist v téle nemocného
(Hunter et Nichols 2002). Mikrosporidie infikuji bezpocet Zivoéisnych druhi (Mathis et al.
2005).

U c¢loveka byly mikrosporidie popsany ve vSech ve€kovych skupinach. Vlivem
Spatnych vyrobnich postupty, naptiklad v upravnach pitné vody, se mohou paraziti vyskytovat

téméf kdekoliv (Charles et al. 2003; Reynolds et al. 2008).

Prestoze zdroje a cesty prenosu mikrosporidii infekénich pro clovéka nebyly stéle
jednoznacné popsany, poznatky ziskané v uplynulych letech hovoii ve prospéch jejich
zoonotického charakteru. (Dengjel et al. 2001; Buckholt et al. 2002). Mikrosporidie, které se
u infikovanych osob vyskytuji nejcastéji v dychaci a travici soustavé a jsou vyluCovany
prostfednictvim spor v moci a exkrementech, se totizZ mohou na dalsi osoby pfendset fekalné-
ordlni, oralné-oralni cestou, ¢i inhalaci kontaminovanych aerosoli nebo pozitim

kontaminované vody a potravin (Schwarz et al. 1995; Deplazes et al. 2000; Mota et al. 2000;
Weber et al. 2000).
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4.1 Charakteristika parazita

Mikrosporidie jsou rozmanitou skupinou eukaryotnich parazitickych organismi. Jejich
vyznam z hlediska zdravotnich nasledkti pro c¢lovéka postupné rostl, hlavné ve dvou
poslednich desetiletich. Do soucasnosti bylo popsano vice nez 1300 druhti, které jsou
zatazeny ve 160 rodech (Sprague et al. 1992; Weber et al. 1999b; Wittner et Weiss 1999;
Franzen et Miiller 2001; Lee et al. 2009; Choudhary et al. 2011). Parazit vytvaii intracelularni
spory (Sprague 1977; Sprague et al. 1992; Sprague et Becnel 1998), které infikuji Sirokou
fadu zivociSnych druhti od hlistic, pies koryse (Keeling et Fast 2002), po ¢lovéka, v nékterych
piipadech také vybrané zastupce fiSe protistii (Troemel et al. 2008). Z dnes znamych druhii
mikrosporidii je patnact infekénich pro ¢lovéka, hlavné pro osoby s poruchami imunity;
vyskytuji se v8ak také u imunokompetentnich osob (Mathis et al. 2005; Didier et Weis 2008).
ZvIasté rozsitené jsou mikrosporidie mezi rybami a v hmyzi fi§i. VétSina bezobratlych

zivo¢ichll nebyla na pfitomnost mikrosporidii vySetfena (Keeling 2009).

4.2 Historie

Zahadna amrti kolonii bource moruSového byla pocatkem 19. stoleti pfipsana na vrub
mikrosporididze (Nageli 1897). Trvalo dalSich zhruba sto let, nez byla stejnd nemoc vyvolana
jinym druhem tohoto parazita odhalena také jako ptic¢ina neurologickych poruch kraliki
(Wright et Craighead 1922). V sedesatych letech minulého stoleti jiz bylo jasné, ze se choroba
nevyhybda ani ¢lovéku. Infekce byla totiz jako viibec poprvé zjisténa u devitiletého ditéte
(Matsubayashi et al. 1959). V osmdesatych letech se podafilo zaznamenat dvanéct ptipadii
lidské mikrosporidiozy (Wittner et Weiss 1999). V poloviné 90. let diagnostikoval Desportes
a jeho tym prijmové onemocnéni vyvolané Enterocytozoon bieneusi u osob se syndromem
ziskaného selhdni imunity (Desportes et al. 1985). Mikrosporidiéza vyvolana riznymi druhy
stejnojmenného parazita byla nasledné diagnostikovdna mezi mnoho osobami, pfi¢emz jejimi
obétmi nebyli jen lidé s poruchami imunitniho systému, ¢i po transplantacich. Infekce byly
zjistény rovnéz U imunokompetentnich osob (Weber et Bryan 1994; Sax et al. 1995; Wanke et
al. 1996; Raynaud et al. 1998; Gumbo et al. 1999; Wittner et Weiss 1999; Metge et al. 2000;
Lores et al. 2002; Lewis et al. 2003).
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4.3 Taxonomie

Nejen diky unikdtnimu infekénimu aparatu, takzvanému polarnimu filamentu (Xu et
Weiss 2005), ktery je vlastnim vSem zastupcim kmene Microsporidia, je velmi obtizné tyto
organismy srovnavat s ostatnimi eukaryoty. A tudiz je také zaradit do nékteré z jiz existujicich
skupin zivocicht. Krom¢ klasickych eukaryotnich znaku, napiiklad jadra nebo cytoskeletu,
rovnéZ obsahuji prvky znamé ze svéta prokaryotnich Zivo¢ichi (Mathis et al. 1999). Také
proto byly nejprve zafazeny do fiSe Archezoa (Cavalier-Smith 2002). Kvili domnélé
nepiitomnosti mitochondrii byly mikrosporidie popisovany jako prehistoricky pozustatek
eukaryotické linie (Vossbrinck et al. 1986). Nové fylogenetické studie a geneticky rozbor ale

ukézaly na evoluéni ptibuznost mikrosporidii se zygomycetami (Lee et al. 2010).

Neptitomnost mitochondrii v mikrosporidiich vyvratil objev redukovanych mitosomu
(Williams et al. 2002). V navaznosti byly v genetickém koédu mikrosporidii popsany
syntenické geny (RPL21 a RPS9), které jsou ve stejném potadi ulozeny také v genomu celé
fiSe hub (s nékolika vyjimkami, naptiklad Schizosaccharomyces pombe). Zaclenéni
mikrosporidii jakoZto vysoce specializovanych vnitrobunéénych parazitii do fylogenetického
stromu neni vyfeSeno ani dnes (Corradi et al. 2009). Odbornici zvazuji vylouceni
mikrosporidii z botanick¢ nomenklatury ICBN. V takovém piipadé by je zatadili do
zoologické nomenklatury ICZN (Redhead et al. 2009), jak dokumentuje obrazek ¢. 6.

Obrazek ¢. 6: Taxonomické zaiazeni mikrosporidii

Predpokladané vynéti z ICBN Négeli objevuje N. bombycis,
fadi jej do skupiny Shizomecetes

Molekularni rozbor ukazuje
na pfibuznost s houbami

Hypotéza
pravéke li
Arche ’*?o
r °
)
5 o
Casova osa o
o

vyvoje taxonomického
fazeni kmene

Microsporidia 1901
\ Klasifikovany jako
podtiida Cnidosporidia
9@ (v ramci Sporozoa)
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Zdroj: Keeling (2009)
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4.3  Zivotni cyklus

Zivotni cyklus mikrosporidie se vyzna¢uje ristovou (proliferaéni) fazi, vytvarenim
spor (sporogonii) a takzvanou infekéni fazi, ve které mize dospéla spora infikovat vhodného
hostitele (Xu et Weiss 2005). Spora (obrazek ¢. 7) je chranéna vnéjSim obalem pied
neptiznivymi ucinky okolniho prostfedi. Zaroven se jedna o jediny dosud popsany stav, kdy je
mikrosporidie schopna piezivat mimo hostitelskou buriku (Vavra et Larson 1999). Velikost

spor se pohybuje od 1 do 10 mikrometra.

Obrazek €. 7: Schéma spéry mikrosporidie

Obal spory se sklada z elektrondensni exospory (Ex), z elektronlucentni endospory (En), zadni vakuoly (PV),
ribozomi a vnitini plazmatické membrany. Sporoplasma (Sp) obsahuje jedno jadro (Nu) (tzv. monokaryon;
existuji také spory se sporoplasmou se dvéma jadry - tzv. diplokaryon). Polarni trubice je piipevnéna ke spoie
kotevnim diskem (AD). Kotevni disk je rozdélen na tzv. pfimou ¢ast - manubrium (M) a zadni oblast tvofenou

civkami (PT), které obtaceji sporoplasmu. Manubrium obklopuje lamelarni (PI) a vesikularni polaroplast (VPI).

Zdroj: Wittner et Weiss (1999)
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Parazit je vybaven unikatnim specializovanym infekénim organem, tzv. polarnim
filamentem (Xu et Weiss 2005). V dormantnich sporach je stocen uvnitf. Pii stimulaci -
stimulem mohou byt pH, teplota, koncentrace soli (Hashimoto et al. 1976; Undeen et Avery
1984; Undeen et Epsky 1990), se filament rozvine (viz obrazek ¢. 8), vymrsti a pronika
membranou hostitelské buiiky. Proces probiha velmi rychle. Sipky v niZe uvedeném obrazku

ukazuji na extrudovany polarni filament.

Obrazek ¢. 8: Germinace spoér Brachiola algerae ve vodném kyselém roztoku

L
"

Zdroj: Xu et Weiss (2005)

Filament napojeny na hostitelskou buiiku evokuje funkci potrubi, které do hostitele
dopravuje infekéni material, sporoplazmu. Mikrosporidie vyuzivaji podobného mechanismu
pro Unik z bunééné vakuoly fagocytt, kterymi byly polapeny (Franzen 2005). Po ptiblizné

20 minutach se sporoplazma méni v meront, nastava rozliSeni vnitinich organel (Vavra 1976).

Uvniti buiikky prochazi meront extenzivni multiplikaci a podstupuje merogonii,
ptipadné schizogonii, jak dokumentuje obrazek ¢. 9. Jakmile pocet spor kompletné
vyplni hostitelskou cytoplazmu, praskd bunééna membrana a spéry unikaji do okoli. Jiz volné

dospélé spory mohou infikovat nové buiiky a pokracovat tak v zivotnim cyklu (CDC 2012).
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Obrazek &. 9: Zivotni cyklus vybranych zastupcit kmene Microsporidium
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*V¥voj wwnitt parazitoforni valtuoly probiha také v pripadé E hellem a E cuniculi

Infekéni spora (1). Spora infikuje hostitelskou buiiku (2). Pomoci polarniho filamentu je do hostitele
dopravovéana sporoplazma (3). Vyvoj mulze probihat v piimém kontaktu s hostitelskou cytoplazmou (E.
bieneusi), nebo v parazitoforni vakuole (E. intestinalis). V cytoplazmé, nebo v parazitoforni vakuole prochazeji
mikrosporidie sporogonii, vytvareji se sporoblasty, které dozravaji v jednotlivé spory (4). Béhem sporogonie se
kolem spor utvaii obal, ktery ji poskytuje ochranu pfed nepifiznivymi podminkami (5). Zralé spory unikaji do

okoli (6).

Zdroj: CDC (2012)
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4.3 Znamé mikrosporidie infekéni pro ¢lovéka

Pandemie viru HIV a s nim nedilné¢ spojené nemoci AIDS zcela zménila pohled
odbornikli na mikrosporidiézu. Zatimco do sedmdesatych let minulého stoleti bylo popsano
pouze osm lidskych infekci vyvolanych mikrosporidiemi (Weber et al. 1994), po roce 1985,
tedy dva roky po objevu viru HIV, byli u osob trpicich chronickym prijmem jako nasledkem
onemocnéni AIDS, identifikovani paraziti druhu Enterocytozoon bieneusi (Desportes et al.
1985). Nasledn¢ byly popisovany stiale nové rody a druhy mikrosporidii, které byly nové
rozezndvany jako vyznamné oportunistické patogeny infikujici organy v lidském téle
(Orenstein 2003). O potvrzenych piipadech imunodeficitnich a imunokompetentnich osob

infikovanych mikrosporidiemi do roku 2005 informuje tabulka ¢islo 3.

Tabulka ¢. 3: Vybrané piipady lidské mikrosporidiozy do roku 2005

Pocet Pocet

Druh Hostitel imunodeficitnich imunokompetentnich

pacientt pacientd
Enterocytozoon .
bieneusi Clovék Vice nez 1000 Méné nez 20
Encephalitozoon hellem  Clovék Méné nez 50 3
Encephalitozoon .
intestinalis Clovék Méné nez 200 2
Encephalitozoon
cuniculi Kralik Méné nez 20
Vittaforma corneae Clovék 1 3
Vittaforma Clovék 22 3
Pleistophora ronneafiei ~ Clovék 1 0
Trachipleistophora .
hominis Clovék 1 1
Trachipleistophora .
anthropophthera Clovék 3 0
Brachiola algerae Moskyté 1 1
Brachiola connori Clovék 1 0
Brachiola vesicularum Clovék 1 0
Nosema ocularum Clovék 0 1
Microsporidium .
ceylonensis Clovék 1 1
Microsporidium .
africanum Clovék 1 0

Zdroj: Mathis et al. (2005)

32



Nejbéznéjsi mikrosporidiové infekce v lidském hostiteli zpiisobuje nejcastéji
Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis. Oba druhy se vyskytuji celosvétove,
hlavné v HIV pozitivnich pacientech s chronickym prijmem. Diagnostikovany jsou ale také v

imunokompetentnich osobach s akutnim prajmem (Mathis et al. 2005).

Encephalitozoon cuniculi a Encephalitozoon hellem byli zjisténi s nékolika vyjimkami
u pacientll s oslabenou imunitou, pficemz paraziti vyvolavali lokélni infekce, naptiklad oci

(Weber et al. 2000), ale také multiorganové poruchy (Sprague 1977).

Imunodeficitni pacienti jsou infikovani také dalSimi vzécnéjSimi druhy mikrosporidii
typu Vittaforma corneae (diive Nosema corneum), Pleistophora ronneafiei,
Trachipleistophora spp., Brachiola spp., Trachipleistophora hominis, Brachiola algerae,
Nosema ocularum, Microsporidium ceylonensis, Microsporidium africanum, jesté vzacnéji

druhy rodu Tubulinosema (Tubulinosema acridophagus) (Choudhary et al. 2011).

Diky roz$ifené antiretroviralni 1€cbé HIV pozitivnich osob vyrazn€ poklesl pocet
lidské mikrosporididézy (Weber et al. 2000). Ptesto se odhaduje, ze dvé tietiny lidi s HIV, ktefi
ziji v oblasti subsaharské Afriky, kde neni dostupnd moderni 1é¢ba, trpi nemocemi a ¢astymi
umrtimi kviili oportunnim parazitim, a tedy i mikrosporidiim. Studie prokézaly, ze 13 % HIV
pozitivnich dospélych z Mali, ktefi trpi chronickym prijmem, je pozitivnich na E. bieneusi.
Jde zéaroven o nejrozsitené;si typ mikrosporidie v Africe (Cisse et al. 2002). Mikrosporidialni
infekce jsou v rostouci mife ptipadt diagnostikovany u lidi se zamérné potlacenou imunitou,
kteti podstoupili organovou transplantaci, parazit rovnéz vyvolavd oc¢ni infekce u jinak
zdravych osob (Goetz et al. 2001; Theng et al. 2001; Gamboa-Dominguez et al. 2003; Chan et
al. 2003; Lewis et al. 2003; Carlson et al. 2004).

Mikrosporidiéza byva 1écena albendazolem a fumagillinem, terapie je vSak naro¢na
(Molina et al. 2002; Gross 2003). Nemoc se ale mize po zahajeni dal$i imunosupresivni

terapie rychle vratit (Kotkova et al. 2013).
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4.6 Zoonotické mikrosporidie v kocicich hostitelich

Kocky a lidé jsou spolecni hostitelé nékolika dosud objevenych mikrosporidii.
V prvni fadé se jedna o Enterocytozoon bieneusi, ktery byva puvodcem onemocnéni
zazivaciho Ustroji u kocek (Sulaiman et al. 2003b; Jamshidi et al. 2012). Dal§im z fady
mikrosporidi, jejimiz hostiteli mohou byt jak koc¢ky, tak lidé, je Encephalitozoon intestinalis
(Velasquez et al. 2012). Trojici paraziti Spolenych obéma hostitelim uzavira
Encephalitozoon cuniculi jako pivodce zavazného onemocnéni ledvin u kockovitych selem
(Hsu et al. 2011).

Zdroje a cesty prenosu mikrosporidioézy z kocek na ¢lovéka dosud nebyly jednoznacné
popsany. S ohledem na dosud ziskanou evidenci je vSak pravdépodobné, Ze se jedna o

zoonozu (Dengjel et al. 2001).

4.6.1 Enterocytozoon bieneusi

Infekce u ¢lovéka

Enterocytozoon bieneusi tazeny v ramci kmene Enterocytozoonidae do rodu
Enterocytozoon je od roku 1985 popsan jako oportunisticky stievni patogen Clovéka v
souvislosti s onemocnénim HIV (Desportes et al. 1985). I kdyz se vyskyt parazita mezi HIV
pozitivnimi osobami daii postupné diky Gi¢inné antiretroviralni 1é¢bé snizovat (Conteas et al.
1998; Weber et al. 1999a), byla uz lidska mikrosporidioza vyvolana E. bieneusi

diagnostikovana na vSech obydlenych kontinentech.

Dosud bylo popsano vice nez 120 genotypt druhu Enterocytozoon bieneusi s mnoha
vysoce adaptovanymi genotypy, které pravdépodobné nemaji pfili§ velky dopad na lidské
zdravi, a které jsou zaroven spojeny se specifickymi skupinami zvifat (Santin et al. 2006,
2010). Velka skupina genotypt E. bieneusi ale neni striktné hostitelsky specificka a casto
parazituje jak ve zvifatech, tak lidech (Sulaiman et al. 2003a,b; Kasickova et al. 2009;
Stodkowicz-Kowalska 2009).

V Ceské republice vysetioval Sak a kolektiv (2010) 386 osob na piitomnost

mikrosporidii. Infikovana jimi byla pfiblizné tfetina. Vysoka promotenost mikrosporidiemi
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byla zaznamenana u lidi starSich padesati let. Také v nasledujicim vyzkumu nalezl Sak

a kolektiv (2011a,b) specifické protilatky proti E. bieneusi u sedmi z 15 vysetfovanych osob.

Soucasn¢ bylo zachyceno sedm riznych genotypt E. bieneusi. Studie dokazuji, Ze je
expozice mikrosporidiim béznd i u imunokompetentnich osob, u kterych neni mikrosporidioza
spojena s jakoukoliv klinickou manifestaci nemoci. Parazit byl popsan rovnéz ve Spanélsku u
17 % lidi dichodového veéku, ktefi trpeli prijmovym onemocnénim (Lores et al. 2001).
Divodem infekce muze byt imunitni systém oslabeny stafim. Na druhou stranu se
nepotvrdilo, ze by déti byly nachylngjsi k infekci E. bieneusi nez zdravé dospélé osoby (van
Gool et al. 1995).

Ve Svycarsku diky moderni 16¢b& klesla &etnost vystkytu E. bieneusi mezi
imunodeficientnimi pacienty o pfiblizné padesat procent (Weber et al. 1999b). Podle zjisténi
Mathise a kolektivu z roku 2005 byl chronicky prijem vyvolany E. bieneusi diagnostikovan
u stovek HIV pozitivnich pacientl. Prevalence parazita mezi HIV pozitivnimi osobami mize

dosahovat az padesati procent, jak ptiblizuje tabulka ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Vybrané studie, které demonstruji prevalenci E. bieneusi u HIV

pozitivnich osob

. Pocet vySetfenych Prevalence
Stat pacientﬁ/kli)lllické p)f"iznaky (%) Autor
Mali 88/chronicky prijem 32,0 Matbhis et al. 2005
Zimbabwe 88/prijem déle nez tyden 51,0 Gumbo et al. 1999
USA 88/prujem déle nez tyden 30,0 Orenstein et al. 1990
68/prijem 37,0 Coyle et al. 1996
Australie 139/prijem 3,5 Ryan et al. 1993
Thajsko 66/chronicky prijem 33,3 Wanachiwanawin et al. 1998
Francie 18/chronicky prujem 50,0 Molina et al. 1993
Némecko 46/prujem 22,0 Franzen et al. 1996
Anglie 59/prijem 14,0 Peacock et al. 1991
Svycarsko 164/chronicky prijem 10,7 Weber et al. 1999

Spory E. bieneusi byly nalezeny také ve stolici sedmi z téméf sto padesati osob
s prijmovym onemocnénim, ktefi se z tropickych oblasti vraceli do Némecka (Miiller et al.

2001). Ze studii provedenych v minulé¢ dekadé plyne, Ze parazit vyvolava asymptomatické

vvvvvv
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Organismus byl identifikovan v jednom procentu vysetfovanych vzorka stolice u déti
v Africe a v Asii (Bretagne et al. 1993). V Asii a Africe se E. bieneusi nakazili krom¢ déti i

jejich pecovatelé (Mungthin et al. 2001).

Projevy infekce vyvolané E. bieneusi byly popsany hlavné mezi dosp€lymi osobami,
které trpi poruchami imunity kvali HIV/AIDS, ptipadné u lidi, ktefi uzivaji imunosupresivni
1écbu (Goetz et al. 2001). Parazit ale vyvolava onemocnéni také u HIV negativnich
imunokompetentnich osob. Takové piipady byvaji v Evropé a Africe spojovany s takzvanym
cestovnim prijmem (Deluol et al. 1994; Sobottka et al. 1995). Byl zjistén u pacientt, ktefi
prodélali organovou transplantaci (Gainzarain et al. 1998; Ligoury et al. 2001). Popsany byly
také ptipady HIV pozitivnich osob z Peru infikovanych E. bieneusi (Sulaiman et al. 2003a).

Infekce u koéek

Genetické studie prokazaly v piipadé E. bieneusi pfitomnost mnoha genotypt, z nichZ
nckteré jsou hostitelsky specifické, zatimco jiné jsou schopny infikovat jak zvifata, tak
¢lovéka (Rinder et al. 2000; Buckholt et al. 2002; Sulaiman et al. 2003a,b). Celosvétova
prevalence mikrosporidii u kocek dosud nebyla stanovena. V soucasnosti je tak nutné spoléhat

se na dil¢i studie, kterd byly provedeny v nékolika zemich.

Kocky trpici mikrosporidiozou byly popsany napiiklad v franu (Momtaz et al. 2012).
Momtaz a kolektiv odhalil mezi Ctyficeti kockami tfi, které byly infek¢ni. Miru prevalence
vycislili védci na 7,5 % s tim, Ze se jen stézi jedna o ojedinély ptipad. Z;jiSténi podle Momtaze
indikuje to, Ze jsou kockovité¢ Selmy dilezitym zoonotickym rezervoarem lidské

mikrosporidiozy.

Podobné analyza uskute¢néna v Kolumbii identifikovala spéry parazita v osmi ze
SestaGtyficeti vySetfovanych zvifat. Mira prevalence byla stanovena na 17 %. Selmy byly
infikovany ¢tyfmi genotypy E. bieneusi: D (9 %), K (4 %), Peru 10 (2 %) a Peru 5 (2 %)
(Santin et al. 2006).

Dalsi hostitelé

Vyskyt E. bieneusi byl prokazan u domestikovanych prasat. Spory parazita byly poprvé
identifikovany ve Svycarsku v roce 1996 (Deplazes et al. 1996a). Podle studie Breitenmosera
(1999) byla ze 109 prasat nakazena vice nez tietina. Také Buckholt (2002), ktery zkoumal

piitomnost Enterocytozoonu bieneusi ve stolici prasat z oblasti severovychodni Ameriky,
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prokdzal pritomnost spor v piiblizné tietin€ odebranych vzorki z vice nez dvou set
odchycenych zvifat. Nakazy zptusobené E. bieneusi byly popsany také u pst,
domestikovanych kocek, kralika a kutat. Nevyhnuly se ani dobytku, ¢i lamam (Mathis et al.
1999; Dengjel et al. 2001; Lores et al. 2002b).

Parazit byl identifikovan také u koni. U ¢&tyf zvifat byl popsan E. bieneusi genotyp D,
ktery je infek¢ni mimo jiné pro clovéka (Santin et al. 2010). Experimentalné se izolaty
lidskych mikrosporidii podafilo z vysSich savcl nakazit makaky (Tzipori et al. 1997) a prasata

chovana v prostfedi se znamymi mikroorganismy (Kondova et al. 1998).

Mezi dosud popsané hostitele E. bieneusi patii napiiklad zastupci celedi
papouskovitych, holubovitych a vrabcovitych (Kasickova et al. 2009). Parazit se vyskytuje

jak u volné zijicich, tak u domestikovanych ptakda.

Podle Kasickové a kolektivu (2009) byla infekce E. bieneusi zjisténa u osminy z 287
vzorkil trusu, které pochézely z exotickych druhi ptaki prodavanych v Ceské republice.
Ptiblizné 9 % ptaki bylo infikovano E. bieneusi spolu s E. cuniculi, nebo E. hellem. Zjisténi
podporuje tvrzeni o vysokém zoonotickém potencialu E. bieneusi a nizké hostitelské specifité

E. bieneusi (Kasickova et al. 2009).

4.6.2 Encephalitozoon intestinalis

Infekce u ¢lovéka

Encephalitozoon intestinalis (rod Encephalitozoon) je pavodcem prujmovych
onemocnéni i v piipadé osob s neoslabenym imunitnim systémem (Raynaud et al. 1998).
Prinik lidské populace s timto parazitem je nejspiSe pomérné Casty, nebot’ proti E. intestinalis
ma nejen podle van Goolovy studie z roku 1997 obranné protilatky valna ¢ast lidstva (van
Gool et al. 1997; Lucy et al. 2008).

Onemocnéni bylo zjiSténo u HIV pozitivnich pacientd na vSech kontinentech kromé
Antarktidy a Arktidy (Coyle et al. 1996; Boldorini et al. 1998; Leder et al. 1998; Ferreira et al.
2001).
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Infekce u koéek

Spojitost s onemocnénim kocky a jejiho majitele, které vyvolal parazit E. intestinalis,
byla poprvé v urCitych obrysech nastinéna teprve pred dvéma lety (Velasquez et al. 2012).
Hostitelem mikrosporidie byl jak pacient trpici syndromem ziskaného selhani imunity, tak
jeho domaci kocka. U zvifete byla pfitomnost E. intestinalis prokdzana v exkrementech

pomoci metody PCR.

Dalsi hostitelé

Experimentalné nakazené mysi vylucuji spory E. intestinalis nahodné a v nevelkém
mnozstvi (Achbarou et al. 1996). Situace se podoba stavu u prasat, které byly nakazeny E.
bieneusi (Breitenmoser et al. 1999). Podle Graczyka a kolektivu (2002) byly stejnym

parazitem infikovany i horské gorily a rovnéz lid¢, ktefi se pohybovali v jejich prostiedi.

Spory E. intestinalis byly popsany také ve vykalech lemurd vari (Varecia variegata
rubra), resp. kata (Lemur catta) (Slodkowicz-Kowalska 2009). Na pfitomnost E. intestinalis
v huse domaci upozornila studie Slodkowicz-Kowalské (2006). Stejny parazit byl
identifikovan také u holubl chovanych na farmé a u divokych vran (Slodkowictz-Kowalska

2009).

4.6.3 Encephalitozoon cuniculi

Infekce u ¢lovéka

Encephalitozoon cuniculi mize u lidskych hostitelti vyvolavat celou fadu zavaznych
onemocnéni. Jedna se jak o choroby nervového systému, tak o multiorgdnové poruchy

(Gamboa-Dominguez et al. 2003; Ditrich et al. 2011).

Prestoze vétSina mikrosporidioz vyvolanych E. cuniculi byla popsana u osob s
rozvinutym syndromem AIDS (Fournier et al. 2000), je znam také piipad HIV negativniho
pacienta (Weber 2000). Protilatky proti E. cuniculi byly nalezeny také u imunokompetentnich
osob Zzijicich v Ceské republice (Sak et. al. 2011a,b). Projevy mikrosporidiézy zptsobené
parazitem E. cuniculi vsak veSly ve znamost uz na pocatku 20. stoleti v souvislosti
s neurologickymi poruchami (Wright et Craighead 1922). Nicméné u ¢loveéka byly projevy

choroby pravdépodobné zadokumentovany az v roce 1959 (Matsubayashi et al. 1959).
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Matsubayashi se ale pfi identifikaci spdr spoléhal pouze na jejich morfologii. Neni tak mozné

jednoznacné potvrdit, ze Slo skute¢né o mikrosporididozu zptisobenou E. cuniculi.

Obranné protilatky proti parazitu ma az 42 % osob, u kterych probéhlo nékteré
Z tropickych onemocnéni, pfipadné stravili v tropech urcitou dobu. Podobna prevalence
protilatek byla popsdna u lidi s onemocnénim ledvin, psychickymi a neurologickymi
poruchami (Hollister et al. 1987). Bergquist a kolektiv pak ve studii z roku 1984 popisuji
skupinu tiiceti homosexualnich muzi ze Svédska, z nichz ma protilatky proti E. cuniculi vice

nez 30 % z nich.

Studie naznacuji, ze se ¢lovek setkava s E. cuniculi ¢asto, ve velké vétsing pripadi
vSak bez klinického projevu (Malcekova et al. 2010a). Parazit je rozsifeny celosvétove, jak

vyplyva z tabulky €. 5.

Tabulka ¢. 5: Hlavni hostitelé a geograficka izemi, na kterych byl popsan E. cuniculi

Genotyp Hostitel Uzemi

- 1/ évycarsko, USA, Némecko,
E. C“f"c““ genotyp | kralik Italie, Japonsko, Australie
(rabbit genotype)

¢lovék Svycarsko, Italie, USA
mys Ceska republika, Anglie, USA
E. cuniculi genotyp 11
(mouse genotype) krysa Svycarsko
arkticka liska Norsko, Finsko

- pes
E. cuniculi genotyp I11 USA, jizni Afrika
(dog genotype) i

poloopice

E. cuniculi genotyp IV

(human genotype) clovek Francie

Zdroj: Mathis et al. (2005); Talabani et al. (2010)

O tom, Ze je mikrosporididza jen velmi obtizn¢ 1éCitelnd, svéd¢i piipad rozsifené
infekce, jejiz pti¢inou byl E. cuniculi genotyp IV. Infekéni spory nebyly v exkrementech
pacienta po transplantaci ledviny zachyceny az po vice nez pétimésicni 1é¢b¢ albendazolem

(Talabani et al. 2010).
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Infekce u kocek

Onemocnéni ledvin patii mezi kockovitymi Selmami k jedném z hlavnich pficin
uhynu. Encephalitozoon cuniculi mize byt podle souc¢asnych poznatkd zodpovédny pravé za

tato organova selhani (Hsu et al. 2011).

Ve studii z roku 2011 provedené v americké Virginii bylo mezi vice nez dvéma sty
ko¢kami odhaleno patnact procent zvifat s protilatkami na E. cuniculi. Ctyti kogky ptitom

trpély chronickou ledvinovou poruchou.

Vibec poprvé se pritom o E. cuniculi v souvislosti s ko¢i¢i mikrosporidiézou zminuje
studie z roku 1986 (Canning et Lom 1986). O necela dvé desetileti pozdgji byly spory parazita

cey

objeveny také exkrementech kockovitych Selem zijicich v portugalské zoo (Lobo et al. 2003).
Dalsi hostitelé

Encephalitozoon cuniculi mize byt pfi¢inou zanétu placenty a potrati u koni (Patterson-
Kane et al. 2003). Seroepidemiologické studie odhalily protilatky proti stejnému parazitu takeé
u koz a dobytka (Halanova et al. 1999, 2003). Pouzity test ale nebyl pro E. cuniculi
specificky.

Zatimco v laboratornich podminkach je mozné E. cuniculi diky vysoce hygienickému
prostiedi a pravidelnému screeningu vymytit (Wasson et Peper 2000), stidle zlstava
v domacich chovech. Ve Svycarsku a Anglii byly specifické protilatky proti E. cuniculi
nalezeny skoro u ¢tvrtiny zdravych zvifat. V piipadé zvirat, ktera byly v ptimém kontaktu
s nemocnymi kraliky s projevujicimi se symptomy nemoci, byly protilatky diagnostikovany
az u 85 procent hostitelti (Deplazes et al. 1996b; Miiller 1998; Harcourt-Brown et Holloway
2003). Piirodnim rezervoarem E. cuniculi jsou pravdépodobné volné Zzijici divoci kralici
(Wilson 1979). Zvitata se mohou infikovat poZitim spor, ptipadné jejich pfijeti spolu s moci
(Baneux et Pognan 2003). Vylu¢ovani spér bylo popséno u 9 z 11 zvirat trpicich projevy

parazitického onemocnéni vyvolaného E. cuniculi (Cox et Walden 1972).

V laboratornich a domacich podminkach patii encefalitozoon6za zptisobena E. cuniculi
mezi celosveétove rozsifenou chorobu, ktera se vyskytuje u kralikd. Chronické infekce probiha
nékolik let bez pfiznakd. Vyustit mize ve vazné neurologické onemocnéni bez ohledu na

pohlavi a vék zvitat (Miiller 1998).
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Encephalitozoon cuniculi byl v mnoha ptipadech diagnostikovan u mysi, krys, kiecki a
morcat (Canning et Lom 1986; Wasson et Peper 2000). Mysi by zaroveii mohly byt
rezervoary parazita, ktery napada arktické lisky a norky (Hersteinsson et al. 1993). V Norsku
a Finsku byly lisky infikovany E. cuniculi genotyp Il. Stejny genotyp se mimo jiné podafilo

identifikovat také u mysi pochazejici z Ceské republiky.

Parazit je schopen infikovat také psy - onemocnéni zpisobuje E. cuniculi genotyp IlI.
Infekce byla popsana v Tanzanii, Jizni Africe a v USA (Shadduck et al. 1978; Botha et al.
1979; Canning et Lom 1986; Snowden et al. 1999). U kocek bylo rozpoznano jen nékolik
piipadu encefalitozoondzy (Canning et Lom 1986, Lobo et al. 2003).

Onemocnéni zpasobuje velké ztraty v chovech modrych lisek (Alopex lagopus) na
severu Evropy (Akerstedt 2002). Vyvolava jej E. cuniculi genotyp Il. Zjisténo bylo rovnéz u
mnoha Selem, naptiklad u liSek, divokych psi, nebo leopardil. Jsou zndmy i ptipady, kdy

nakaza propukla u opic (Wenker et al. 2002; Guscetti et al. 2003; Reetz et al. 2004).

Encephalitozoon cuniculi mize diky nizké hostitelské specifité infikovat Sirokou fadu
zvifat i vyssich saveu (Weber et al. 1994, Didier et al. 1998). Diky imunohistologické metodé
(Reetz 1993, 1999) byl parazit nalezen v kuratech.

V roce 2007 byl popsan u nového ptaciho hostitele - australského papouska (Kasickova
et al. 2007). Kasic¢kova a kolektiv (2009) posléze diagnostikovali u exotickych druht ptak E.
cuniculi genotypu | (2,4 %), 11 (8,0 %) a Il (0,7 %). Encephalitozoon cuniculi genotyp Il byl

popsan také v exkrementech raroha obecného (Malcekova et al. 2010b).
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5 Metodika prace

5.1 Puvod vzorku

Material pouzity k laboratornim vyhodnocenim pro ucely této diplomové prace byl
postupné sbiran v letech 2010 az 2013. Celkem byly shromazdény vzorky trusu sta jedinct
kocky domaci z lokalit, o kterych blize informuje tabulka ¢. 6. Necela polovina téchto zvifat
byla chovana v domaécich podminkach, druha Zzila pied odchytem volné v pfirodé ¢i v
méstskych aglomeracich. Exkrementy byly ihned po sbéru uchovavany ve vzduchotésnych
vzorkovnicich a transportovany do laboratofe Parazitologického ustavu Biologického centra

Akademie véd Ceské republiky.

Tabulka &. 6: Lokality sbéru materialu ko¢ky domaci Zijici na izemi Ceské republiky

Zpisob chovu Lokalita Pocet jedincti / vzorki  Rok sbhéru
Divoké/polodivoké Brnénsko 65/65 2010
Chované v doméacnosti Benes$ovsko 23/23 2013
Chované v domacnosti Ostravsko 12/12 2013
Celkem 100/100

5.2 Zpracovani vzorki

5.2.1 Izolace DNA

Extrakce DNA ze vzorkl byla uskute¢néna s pomoci komeréné dodavaného kitu PSP
Spin Stool DNA Kit (Invitek) podle instrukci dodanych jeho vyrobcem.
Postup prace

1) Do mikrozkumavky s 200 mg vzorkd exkrementi a sklenénymi kuli¢kami
o velikosti 0,5 mm (Biospec Products, Inc., Bartlesville, OK, USA) byl

pfipipetovan 1 ml Lysis pufru.
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2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Vzorky byly po dobu 60 sekund homogenizovany pii rychlosti 5,5 m/s (v pfistroji
MP Fast Prep - 24 Instrument).

V termobloku byly mikrozkumavky inkubovény pti 95 °C po dobu 10 minut. Poté
byl jejich obsah centrifugovan jednu minutu pii 16 000 g.

Do zkumavek InviAdsorb-Tube byl vloZen supernatant, vortexovan dvacet sekund
a dale inkubovan sedesat sekund pfi laboratorni teplotg.

Mikrozkumavka byla centrifugovana 3 minuty pii 16 000 g.

Poté byl supernatant prepipetovan do zcela Cistych mikrozkumavek. Jejich obsah
byl centrifugovan 3 minuty pii 16 000 g.

K 25 ul Proteinazy K, ktera byla napipetovana do ¢istych zkumavek, bylo ptidano
400 pl supernatantu. Obsah zkumavek byl po dobu nékolika sekund
homogenizovan. Nasledné byl cely objem mikrozkumavek inkubovan 10 minut pii
70 °C.

K takto ziskanému obsahu bylo do mikrozkumavky piidano 400 pl Binding Buffer
P. Cely objem byl homogenizovan.

Objem mikrozkumavky byl pipetou pienesen na kolonu Spin Filter+Tube. Smés
byla nasledné inkubovana, a to pti laboratorni teploté a nasledné centrifugovana po

dobu Sedesati sekund pii 16 000 g.

10) Odpad, ktery se nachazel ve sbérné zkumavce, byl vylit. Na kolonu bylo

napipetovano 500 pl roztoku Wash I. Jeji obsah byl centrifugovan 1 minutu pii
16 000 g.

11) Odpad, ktery se nachazel ve sbérné zkumavce, byl vylit. Na kolonu bylo piidano

800 pl roztoku Wash II. Obsah byl centrifugovan 1 minutu pti 16 000 g.

12) Odpad byl potieti odtranén. Mikrozkumavka byla centrifugovana 3 minuty pfi

16 000 g.

13) Nasledn¢ byla do ¢isté mikrozkumavky vlozena kolona, na kterou bylo

napipetovano 200 pl roztoku Elution Buffer D. Obsah byl inkubovén po tf1 minuty

pfi laboratorni teplot€ a centrifugovan Sedesat sekund pti 8 000 g.

Vyizolovana DNA byla uchovéna pfi - 20 °C.
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5.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci casti genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU rDNA)
kryptosporidii a ITS mikrosporidii byla pouzita metoda nested PCR.

Pouzité chemikalie:

«  PCR H20 (Top-Bio, CR)

+  MgCl; (25 mM, Top-Bio, CR)

« 10x koncentrovany pufr pro Taq puprle DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
* bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)

«  Taq purple DNA polymeraza (Top-Bio, 1 U/-ul, CR)

« deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, CR)

« primery (10 pM, Generi Biotech, CR)

Pomoci metody nested PCR (cca 830 bp, Jiang et al. 2005) byla standardné
uskute¢néna molekuldrni charakterizace kryptosporidii. Molekuldrni charakterizace
mikrosporidii byla ur¢ena pomoci nested PCR (390 bp, Buckholt et al. 2002). Nukleotidové
sekvence primert, jejichz pozadované useky byly amplifikovany v termocykleru, jsou

uvedeny nize. Objem reak¢nich smési se pro primarni i sekundarni reakci rovnal 20 pl.

Pro primarni a sekundarni PCR byly podminky reakci nastaveny nasledovné:
amplifika¢ni program termocycleru obsahoval avodni denaturaci pti 94 °C po dobu 3 minut,
nasledovalo 35 cykli pii 94 °C po dobu 45 sekund, 55 °C po dobu 45 sekund (nasedaci
teploty primerd pro Kryptosporidie a E. bieneusi byly v primarni i sekundarni PCR shodné) a
72 °C po dobu 60 sekund. V ptipadé mikrosporidii rodu Encephalitozoon byly podminky
reakci v termocykleru stejné, pouze stim rozdilem, Ze nasedaci teploty primerd Cinily pfi
primarni PCR 57 °C, pti sekundarni 55 °C.

Na zavér reakcei byl po dobu 10 minut dosyntetizovan fetézec pii 72 °C. Jako pozitivni

kontroly byly pouzity DNA C. serpentis, DNA E. intestinalis spolu s DNA E. bieneusi.
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Sety primeri pro molekularni analyzy
Cryptosporidium spp.
Primarni PCR

e SSUFIS5-TTCTAG AGC TAATACATGCG-3'
e SSURIS5S-CCCTAATCCTTC GAAACAGGA -3’

Sekundarni PCR

e SSUF25-GGAAGGGTT GTATTT ATT AGATAAAG -3’
e SSUR25-AAG GAG TAAGGAACAACCTCCA-3'

Encephalitozoon spp.
Primarni PCR

e INTS80F 5'- TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’
e INTS580RS5'-TTT CACTCG CCGCTACTCAG-3'

Sekundarni PCR

e MSP-3 5'-GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G) (C,T)TAT - 3'
e MSP-4A 5- CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT -
3!

Enterocytozoon bieneusi
Primarni PCR

e EBITS3 5" - GGT CAT AGG GAT GAA GAG - 3’
e EBITS45 -TTCGAGTTCTTT CGC GCT C -3’

Sekundarni PCR

e EBITS15-GCT CTG AAT ATCTATGGCT -3’
e EBITS2,45"- ATC GCC GAC GGATCC AAG TG -3’
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5.2.3 Gelova elektroforéza

S vyuzitim gelové elektroforézy byla zjistovana velikost DNA fragmentii. Pro tyto
ucely byl pouzit 2% agar6zovy gel s 0,2 pg/ml ethidium-bromidu, ktery zral pii 70 V po dobu

asi 60 minut. Poté byl pfi vinové délce 320 nm vizualizovan na transluminatoru.
Chemikalie

* Agaréza (Biotech)

* 50x TAE pufr (242 g tris baze, 457,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA, pH=8,00)

+ Ethidium bromid (Sigma-Aldrich)

+ 100 bp DNA Ladder (Biogen)

Pracovni postup

V mikroviné troubé byla ve varné bance zahfata agar6za smichana s jednoprocentnim
roztokem TAE pufru. Smés byla ochlazena pod tekouci vodou. K roztoku byly napipetovany
2 wl ethidium bromidu. Tekutina byla opatrné nalita do nosice, do né¢hoz byl zaroven vlozen
hieben. Po pfiblizné ctvrt hodin€ byl uz ztuhly gel umistén do elektroforetického tanku

s jednoprocentnim TAE pufrem. Ze smési byl vyjmut hieben.

Do prvniho takto vzniklého otvoru bylo napipetovano 5 pl ladderu. Do dalSich jamek
20 pl produktu PCR. K tanku bylo pfivedeno napéti 70 V. Po Sedesati minutach doslo

k separaci fragmenti DNA, kter¢ byly vizualizovany na transluminatoru.

5.2.4 Priprava vzorku na sekvenci

Pomoci komeréné dodavaného kitu Extraction QIAquick Gel Kit (Qiagen, Germany)
byla provedena extrakce DNA z gelu.
Pracovni postup

Pti vizualizaci na transluminatoru byla z gelu peclivé €istym skalpelem vyfiznuta ¢ast
DNA. K fragmentu DNA, ktery byl umistén do zcela ¢isté mikrozkumavky, bylo
ptipipetovano 400 pl QG pufru. Smés byla po dobu 10 minut inkubovéna pti 50 °C. Nasledné
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byl veskery objem pienesn na kolonu, kde byl centrifugovan pii 16 000 g po dobu 60 sekund.
Ze sbérné zkumavky byl odstranén odpad. Na kolonu bylo pfipipetovano 500 pul OQ pufru.
Smés byla centrifugovana pii 16 000 g. Ze sbérné zkumavky byl opét odstranén odpad. Na
kolonu bylo pfidano 750 ul E pufru.

Takto wvznikly objem byl inkubovan pii laboratorni teplot¢ po dobu 5 minut.
Mikrozkumavka byla centrifugovana 60 sekund pii 16 000 g. Ze sbérné zkumavky byl
odstranén odpad a vyslednd smés byla centrifugovana po dobu 60 sekund pii 16 000 g.
Kolona byla pienesena do zcela Cisté mikrozkumavky o objemu 1,5 pl. Ke kolon¢ bylo
piipipetovano 30 pl EB pufru. Ze smési, ktera byla 60 sekund pii laboratorni teploté
inkubovana, byla nasledné extrahovana DNA, a to centrifugaci z kolony pii 16 000 g po dobu
60 sekund.

DNA byla vysuSena ve vakuovém evaporizatoru. Uchovéna byla pii 4 °C.

5.2.5 Statistické zpracovani vysledki

Zjisténd data byla vyhodocena s pomoci programu Epi Info verze 7.
(wwwn.cdc.gov/epiinfo). Ke statistické analyze by vyuzit test StatCalc, 2 X 2 kontingen¢ni

tabulka.

5.2.6 Fylogeneticka analyza

Sekvence nukleotidi kazdého z gent ziskanych v této studii byla editovana s pouZzitim
programu ChromasPro 1.5 (Technelysium, Pty, Ltd.) a byla zaroven porovnéna s referen¢nimi
sekvencemi z databaze GenBank (Genetic sequence database at the National Center for
Biotechnical Information (NCBI)) s vyuzitim softwaru ClustalX 2.0.6. Fylogeneticka analyza
byla uskuteénéna diky metodé Neighbor - Joining (NJ), ktera je postavena na Kimura-2-
parametrickém testu (Kimura 1980). Ziskané sekvence nukleotidi 18S rRNA
Cryptosporidium spp. a ITS Enterocytozoon spp. byly porovnany se sekvencemi ulozenymi v
GenBank.
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6 Vysledky

Ze 100 vzorku, které byly vysetfovany na kryptosporidie a mikrosporidie v ramci této
prace, bylo na testované parazity pozitivnich deset zvifat. Zatimco ani Kryptosporidie, ani E.
bieneusi nebyly detekovany u zadné z 35 vySetfenych kocek chovanych v domacnosti, 6,5%
volné (toulave) zijicich kocek bylo pozitivnich na sledované parazity (tabulka 7). NejcCast&ji
identifikovanym parazitem byl Enterocytozoon bieneusi u deviti ko¢ek a Cryptosporidium
spp. u tii zvitat. U dvou kocek byla zaroven popsana koinfekce kryptosporidie a E. bieneusi, u

vSech ostatnich pozitivnich zvifat byl detekovan pouze jeden druh vyse uvedenych parazita.

Zadné <z vySetfovanych zvifat nebylo pozitivni na pfitomnost paraziti rodu

Encephalitozoon.

Sekvenacni a nasledna fylogeneticka analyza prokazala u deviti kocek pritomnost
specifické DNA Enterocytozoon bieneusi genotype D, jehoz genova sekvence ITS byla 100%
shodna se sekvenci ulozenou v GenBank (KF675191).

V ramci rodu Cryptosporidium byly vSechny ziskané izolaty identifikovany jako
Cryptosporidium felis. VSechny obdrzené sekvence byly identické se sekvenci ziskanou

z kocky a ulozenou v GenBank databazi pod oznacenim AF112575.

Z celkového poctu 100 vySetfenych zvifat byla 4 kotata, ostatni zvifata byla starsi
jednoho roku. Zadny ze sledovanych parazitii nebyl detekovan v trusu pochazejicich od kotat.
Statisticka analyza neprokazala vliv véku na vyskyt E. bieneusi (x>=1,29; p=0,88) nebo C.
felis (x>=0,06; p=0,68).

Statisticka analyza prokazala, ze E. bieneusi a C. felis se Cast&ji vyskytovaly u volné
zijicich ko¢ek domacich (p=0,01).
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Tabulka €. 7: Kryptosporidie a mikrosporidie identifikované u skupin ko¢ky domaci

s odli$nou mirou habituace ve vybranych lokalitach v Ceské republice

o 2
& c &
S S . £
Pocet jedinct Q S -2 =
: =] S o
Typ chovu Lokalita / = g2 S
pozitivnich vzorki = 5= 2
< c =]
2 - &
Ll @)
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]
2 Brnénsko 65/10 0 9 3
o
=
©
>
Z
5
‘g Benesovsko 23/0 0 0 0
=
>
Z
5
g Ostravsko 12/0 0 0 0
=
>
Celkem 100/10 0 9 3
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7 Diskuze

Pocet imunodeficitnich osob se celosvétové kazdy rok zvySuje, a to nejen kvuli
pandemii viru HIV. Roste také vlivem imunosupresivni 1é¢by po transplantacich, jako
nasledek terapie rakoviny ¢i kvili podvyzivé (Stark et al. 2009). | z téchto diivodl je nutné
uvédomit si mozna zdravotni rizika spojena s chovem kocek ¢i pii nahodném kontaktu s nimi.
To vSe s pfihlédnutim k tomu, Ze mnozstvi popsanych ptipadu, pti nichZ paraziti ptechazeji ze

zvirat na ¢lovéka, neustale stoupa (Mathis et al. 2005; Stark et al. 2009; Waldron et al. 2010).

Prevalence parazita E. bieneusi, zjisténa v této studii, byla relativné nizka (9 %).
Takovy vysledek odpovida poznatkim ucéinénym v kolumbijské Bogoté, kde bylo ze 46
vySetfovanych koc¢ek nakazeno E. bieneusi 17 % (Santin et al. 2006), nebo v Japonsku, kde ze
sedmi zvifat z Osaky byla pozitivni pouze jedna kocka (14 %; Abe et al. 2009). Ptesny
genotyp nicméné uréen nebyl. Na rozdil od vysledkt Santin et al. (2006) nebyl vyjma E.
bieneusi genotype D v této studii detekovan zadny jiny genotyp. Nicméné Santin et al. (2006)

popisuji genotype D u kocek jako dominantni.

Piitomnost E. bieneusi genotype D byla dosud popsana v mnoha savcich, v nedavné
dobé naptiklad také ve skupiné africkych horskych goril (Sak et al. 2013) ¢i v konich
(Wagnerova et al. 2012). Genotype D, jediny detekovany genotyp v této studii, je Siroce
rozSifenym a byl izolovan z celé fady ridznych hostiteli (prase, skot, bobr, liska, ondatra,
myval, sokol, pes a makak) vcetné ¢lovéka (Chalifoux et al. 2000; Buckholt et al. 2002;
Sulaiman et al. 2003a,b; Santin et al. 2005; Lobo et al. 2006; Espern et al. 2007; Muller et al.
2008; Sak et al. 2008). Na zaklad¢ standardni nomenklatury je genotype D fazen do skupiny
1, tedy k izolatim s nizkou hostitelskou specifitou a zoonotickym potencialem (Thellier et
Breton 2008).

Enterocytozoon bieneusi byl povazovan za parazita kocek jiz ve studii z roku 1999
(Mathis et al. 1999). Analyza izolatu v jednom ze 12 vySetfovanych zvitat prokézala, Ze bylo
nakazeno E. bieneusi, jehoz genotyp byl z 96 az 98 % piibuzny izolatim ziskanych z ¢lovéka
a prasete. Autofi uz tehdy na zakladé téchto poznatka vyslovili ptedpoklad, ze kocky, které

jsou v blizkém kontaktu s ¢lovékem, mohou byt prenaSeci pro lidi infekénich genotypt.

Encephalitozoon spp. jsou druhové nespecificti paraziti, kteti byli identifikovani u

fady hostitelt, jako jsou hlodavci, zajici, koné, masozravci a primati véetné ¢lovéka (Hollister
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et Canning 1987; Reetz 1993; Kasickova et al. 2009). Zadny z druhii rodu Encephalitozoon
nebyl u kocek v ramci této studie identifikovan, a to na rozdil od jinych praci, v nichz je u
téchto zvifat povazovan za patogen vedouci k selhani ledvin (E. cuniculi, Hsu et al. 2011),

nebo za ptic¢inu keratokonjuktivitidy (Benz et al. 2011).

Obecn¢ lze konstatovat, ze kocky pravdépodobné nejsou Castymi hostiteli téchto
paraziti, coz potvrzuje i dosud jediny popsany piipad pienosu E. intestinalis z ko¢ky na
Cloveka (Velasquez et al. 2012).

Cryptosporidium felis, ktery byl v této studii identifikovan u tfi ze sta vySetfovanych
zvitat (prevalence cCinila 3 %), muze vyvolat zavazna onemocnéni osob s oslabenym
imunitnim systémem. Vyskyt C. felis mezi koCkami zjistény v této studii vykazuje podobnou
miru prevalence, jako byla popsana ve studii z roku 2009 (Ballweber et al. 2009). Autofi
analyzy zvifecich vzorkt z Mississippi a Alabamy (USA) identifikovali C. felis ve dvanacti
z 250 odebranych vzorkt u kocek zijich ve spole¢né domacnosti s lidmi (prevalence ¢inila

4.8 %).

Na rozdil od studie z USA nebyly kryptosporidie v nasi praci nalezeny ve skupiné
kot¢ek Zijicich v domacnosti. Diivodem odlinych vysledki popsanych v Ceské republice
muze byt napiiklad pfistup ke kvalitn¢jsi vod¢ s ptihlédnutim k tomu, ze voda kontaminovana

oocystami kryptosporidii mize byt zdrojem infekce (Van den Akker et al. 2011).

Nami zjiSténd prevalence kryptosporidii odpovida vysledkim ziskanych v dalSich
zemich (Argentin¢, Némecku, Velké Britanii a USA), kde se pohybuje v rozmezi od 2,2 do
5,9 %) (Hill et al. 2000; Fonatarrosa et al. 2006; Smith et al. 2009; Sotiriadou et al. 2013).
Vys§i mira prevalence kryptosporidii u koc¢ek byla popsana napiiklad v Nizozemi (8,6 %), v
Kanad¢ (7,1 %), v Japonsku (12,7 %) nebo v Koreji (9,7 %) (Kim et al. 1998; Shukla et al.
2006; Overgaauw et al. 2009; Yoshiuchi et al. 2010). Vyjma dvou studii, v Japonsku (8,6 %)
a Vv USA (4,8 %), nebyly kryptosporidie detekované u kocek genotypizovany (Ballweber et al.
2009; Yoshiuchi et al. 2010).

Na rozdil od E. bieneusi, detekovaného v této studii, je C. felis identifikovano u lidi
velmi ztidka (Pedraza-Diaz et al. 2001; Caccio et al. 2002; Caccio 2005; Leoni et al. 2006).
Pienos C. felis z kocky na ¢lovéka napiiklad nevylucuje Morgan et al. (2000). Prace autort

navazuje na piipad chovatele kocek, ktery stejné jako jeho kocka vykazoval piiznaky
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onemocnéni vyvolaného kryptosporidiemi (Bennett et al. 1985). Z dil¢ich studii ale vyplyva,

Ze se mezi osobami s oslabenym imunitnim systémem jedinci infikovani C. felis vyskytuji.

Napftiklad v Jakarté byly mezi Sestatficeti HIV pozitivnimi pacienty identifikovany
dvé osoby, které byly nakazeny nékolika druhy kryptosporidii zaroven vcetné C. felis
(Kurniawan et al. 2013). Také ve studii provedené v Ethiopii bylo C. felis popsano u péti z
520 HIV pozitivnich osob (Adamu et al. 2014).

52



Zavéry

1) Kocky predstavuji potencialni zdroj spor E. bieneusi a oocyst C. felis infekénich
pro clovéka.

2) Koc¢ky chované v domacnosti s omezenim volného pohybu mimo ni nejsou
vystaveny riziku infekce E. bieneusi a C. felis z prostiedi.

3) Osoby s oslabenym imunitnim systémem by se mély vyvarovat blizkého kontaktu
svoln¢ zijicimi/toulavymi kockami, pftipadné¢ duasledn¢ dodrzovat pftisné

hygienické nadvyky k omezeni moznosti nakazy nékterym ze sledovanych parazitd.
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