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Annotation:

Occurrence of microsporidia found in various groupsof patients (children)

The objective of this study was to identify the weence of microsporidia in
children. The children may be endangered by mia@od@ due to immune system
deficiency. The stool specimens were collected fotidren hospitalized with various
diagnoses in the hospitaleské Budjovice. These samples were collected from
children of both sexes aged 0 — 15 years.

Diagnostic methods included fluorescence and ligictoscopy and a molecular
technique (PCR). Concentration sedimentation metvad used to diagnose eggs,
larvae and oocysts of any other parasites in thel.s€Calcofluor, a special fluorescent
stain, was used to diagnose microsporidia sporededdlar techniques (PCR) were
used for diagnostics of of microsporidia speciastbin the stool samples.

None of the stool samples of the children wastp@si
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Uvod

Oportunnimi parazity nazyvame ty parazity, rkt@yvolavaji onemoctni u
imunodeficitnich pacieit S €mito mikroorganismy si dokaze imunitni systém
zdravého jedincec¢loveéka) poradit (Spausta et al. 2005). Oportunni pérahiroZuji
nejvice imunokompromitované pacienty, k nimz takdippacienti s imunosupresi po
transplantaci (Canning et Holister 1987). Do nepdrejSi skupiny pai pacienti
s onemocénim AIDS. Mezi nejastjSi oportunni infekce p#&t pneumocystoza,
toxoplasmoza, kryptosporidioza a také mikrospoagioOportunnimi infekcemi se
muze ¢lovek také nakazit i Spatném tepelném zpracovani potravin. Vatkivéka a
parazita hraje vyznamnou Ulohd pekterych parazitarnich onemagrich (Ambrosie-
Thomas 2000).

Mezi nefastjSi predispozice oportunnich nakazipahunodeficience viisledku
AIDS, geneticka predispozice a jina onem#dn kterd se tykaji parazita (konkrétnich
genotym s modifikovanou parazitarni spe¢iiosti). U pacierit s €mito onemoc#nimi
¢astji mohou vznikat parazitdzy, jako je kryptosporig#) microsporidioza (Ambrosie-
Thomas 2000).

Tato prace je za#diena na &ské pacienty. Zda se u nich vyskytuji

mikrosporidiové infekce, kdyZz nemaji dostai& vyvinuty imunitni systém.



1 Sowasny stav

1.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni parézitaxonomicky pai do
kmene Mikrosporidia, mezi houby (Keeling et al. @DOPrvni mikrosporidie byla
zjiSténa u housenky bource morusového v roce 1857 (Daliat. 1998). Infikuji Siroké
spektrum jak obratlovig tak i bezobratlych Ziwicha (Thellier et Breton 2008). U
téchto eukaryotnich obligatnich pardizibyly popsany nakazy u mnoha Zé&nych
skupin, jako jsou ndafklad savci, ryby,¢i hmyz (Weiss et Vossbrinck 1998).
Mikrosporidie byly také nalezeny u hospeskych a domécich ztdt po celém site
(nag. u katek, psi, koni, skotu a prasat) a tento nales welky vyznam ve veterinarni
mediciré (Santin et Fayer 2010).

U raznych Ziva@&ichi bylo popsano vice nez 1200 déuimikrosporidii, ale
odhaduje se, Ze jich je mnohem vice (Williams 2008te nez 1000 druh bylo
zarazeno do vice nez 100 ioé nejmeén 13 druli bylo zjiS€no, Ze maji moznost
infikovat savce (Didier et al. 1998).

Lidské mikrosporidie se objevily po nastupu pandeiiDS (Thellier et Breton
2008). Drult, které infikuji savce je po#né malo. Infekce séasto objevuiji v travicim
traktu nebo v mé&ovych cestach (Didier et al. 1998). V gasné dob je jiz znamo 14
druhi mikrosporidii infikujicich¢lovéka. Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon
intestinalis jsou nefasgjSi pricinou lidskych infekci mikrosporidiemi a #pobuji
praijmy a systémova onemad@m (Anane et al. 2010). V dneSni dolisou tedy
mikrosporidie povazovany za oportunni lidské patyggPolonais et al. 2010).
Mikrosporidie, které infikuji¢lovéka, se vyskytuji ve vodnich zdrojich, v jidle a u
hospodéskych zvfat (Anane et al. 2010).

Zajem o mikrosporidie roste, protoZe tyto organiggou uznany jako jvodci
oportunnich infekci u osob s AIDS &ijpmai transplantovanych organ(Didier et al.
2000). Mikrosporidie jsou vSudyjiomni paraziti. Jejich fitomnost v prosedi
znamena, Ze lidé jsatasto vystaveni infekci (Lono et al. 2010)¢Které rody (nap



Enterocytozoon a Pleistophora) se zdaji byt omezeny nézné tkag, ale jini mohou

infikovat rozmanité organy (Ambrosie- Thomas 2000).

1.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus mikrosporidii je velmi prosty. i€nos infekce probiha Bu
piimou cestou, coz znamendepos z jednoho hostitele na druhého. Existuji druhy
mikdosporidii, které &hem svého Zivotniho cyklu vy#daji dva druhy hostitél
Rozeznavame dva #époby enosu: horizontélni a vertikalni (Weber et al. 1994
Mikrosporidiové infekce vnikaji &Sinou do ¢la savdé prijmutim potravy obsahujici
spory, pikladem je Spath tepelf zpracované maso, anebo inhalaci spor.
Mikrosporidiové infekce zfisobené druh¥enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon
intestinalis se vyskytuji ve $ew. Inhalace spor sei@dpoklada vfipad nalezu
mikrosporididlnich spor ve sputu nebo v bronchoalbmni tekutig, Cci
bronchoalveolarnim epitelu infikovanych jedin¢Orenstein 1991). Mikrosporidie se
vyvijeji ve tech fazich. Prvni faze se nazyva proliferativnirggenie), druhou fazi je
vytvoieni spor (sporogonie) geti fazi je penos spor (Vavra et Larson 1999).

Prvni fazi je tedy merogonie. Vtéto fazi je mikyosdie velmi mala.
RozmnoZuje se hii bindrnim dlenim nebo merogenni: rozpadem narihée buiky,
které ovSsem mohou déale pokeaat v rozmnozovacim cyklu. Blky mikrosporidii jsou
nepohyblivé a tak rozmnozZovani probiha ve stajaétauice. V proliferativni fazi jsou
buiky mikrosporidie obklopeny jednoduchou plazmatickmembranou, i@s kterou
komunikuji s cytoplazmou hostitelské tiy. Mikrosporidie nemaji mitochondrie.
Golgiho aparéat je velice jednoduchy a maji ribospRkigré jsou podobné riboséam
prokaryotnich organistn V merogonialni fazi se mikrosporidie chova spjako
symbiont neZ jako parazit. Hostitelskanka neni Bhem této faze nijak poskozena
(Volf et Hordk 2007).

Kdyz buiky mikrosporiie vyplni hostitelskou liliu, nastava faze sporogonni.
Bunky mikrosporidii z&inaji vytv&et na svém povrchu &tu, avSak rozmnozovani
stale probiha. Nakonec se vSak jednotlivéikyuparazita obklopené &tou z&nou
osamostdiovat. Z kazdé hitky parazita poté vznika sporaiigravena k infekci dalSi



buiky v hostiteli. Teprve kdyZ nastane stadium spenhgstitelska hika poskozena
(Volf et Horak 2007).

Spora, kdyz se aktivuje, tak ze sebe vymrsti palavobici a bobtnaci organely
vytlaci obsah spory ven. Vytenym obsahem je sporoplasma. Wg&ni a nasledny
pienos je velmi rychly v celkovém trvani dvou sekuRa. vymr3ni zane pdélova
trubice pronikat tka¥mi. Zarodek mikrosporidie je vpraven do hostiteldkédiky.

K vystieleni dochazi s nejisi prav@épodobnosti po zvysSeni osmotického tlaku uvnit
spory (Volf et Horak 2007).

U nekterych druti mikrosporidii jsou spory vytiény ve dvou generacich.
Spory prvni generacerBinfekci uvnit hostitele. Tato generace mikrosporidii maiten
burgé¢nou stnu, z neporusené hostitelské nky napadaji biky v bezprosednim
prasknuti hostitelské kily dostane do wjSiho prostedi (Vavra et Larson 1999).

Mikrosporidie z roduEncephalitozoon se vyvijeji v parazitofornich vakuolach,
které jsou od&eny od cytoplazmy hostitelské ftky membranou. Mikrosporidie druhu
Enterocytozoon bieneusi se vyvijeji gimo v cytoplazm hostitelské biiky (Scanlon et
al. 2000).

U druhuEncephalitozoon infikované butky obsahuji jednu nebo i vice vakuol.
Tyto vakuoly maji velice organizovanou strukturieddotliva stadia vyvoje jsou
uspdadana blizko membrany vakuoly, naopak zralé smoy pmistny central@. Fi
dozravani a mnoZeni tohoto druhu mikrosporidii aeapiforni vakuola z#tSuje az
takovym zisobem, Ze zaujim&itsinu hostitelské plazmy. Jadro, organely a cytietke
hostitelské biiky jsou tla&eny aZ na okraj biky. Infekce niize trvat do té doby, dokud

membrana hostitelskeé tky i parazitoforni vakuola neprasknou (Scanlonl.€2@00).

1.3 Stavba a struktura mikrosporiii

Spora je infekni stadium mikrosporidii. Spora je posledni stadiugvoje
mikrospiridie. Spora infikuje hostitele.éBna velikost spory je 1-bm (Cali. A 1991).
Tvar spory je ovalny, kulovitgi hruSkovity. Na povrchu kazdé mikrosporidiové spor
je stna. Stna se sklada zeritvrstev: proteinova exospora, chitinova endospora,
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plazmaticka membrana. Pomoci téténgt je spora schopnéaig¥ivat delSi dobu ve
volném progtedi. Spora nize mit jedno jadro, mluvime tedy o monokaryonu nebo
muze mit jadra d& mluvime tedy o diplokaryonu. Jadro je afe@o polovou trubici.
DalSi nedilnou saiasti je tedy pdlova trubice, ktera vede celgierh spory (Weidner
1972).

Zarodek mikrosporidie je miniaturni fka aplikovana imo do cytoplazmy
buiky hostitele. Poté Zae mikrosporidie prochazet jednotlivymi fazemi vigjacoz je
merogonni faze a sporogonni faze. Vgktvaci aparat je také nedilnou &asti spory.
Tento vystelovaci aparat se sklada z jiz zeria poélové trubice dale pak z polaroplastu
a zadni vakuoly. Pdlové trubiceie mit az 50Qum, ale byvéa ¥tSinou kratSi. Polova
trubice je ukotvena kotvicim diskem vergt spory, ktery je fibovitého tvaru. Odtud
pak trubice sestupuje do poloviny délky spory &s# spiralovét st&i do zaviti az ke
konci tla spory. TFetina spory je vypkna nahldgenymi membranami cisteren
nazyvajici se polaroplast, ut¥gakysi sloupec, ktery se nachazi kolem rowasti
polové trubice. Tatocast je zdrojem plazmatické membrany, ktera obsahuje
sporoplazmu. Zadni vakuola nachazejici se v z&dsti tla spory, funguje jako
bobtnaci organela (Volf et Horak 2007).

Spory se aktivuji pomoci decompartmentalizace gpasmy, vzéstu
osmotického tlaku, extruze polarni trubice, vliviemych stimul, vymeény protori-
kationt, ulohy Ca++ a karbohydt@a{Volf et Horak 2007).

1.4 Klinické projevy

U lidi a dalSich skupin Ziviichi jsou mikrosporidie fvodcem mikrosporidiozy,
jak u imunokompetentnich jedibctak u pacierit s oslabenou imunitou.

Mikrosporidie jsou infekni patogeny zfssobujici stevni, @ni, dutinné, plicni,
svalové onemocmi etrg onemockni ledvin, jak u imunokompetentnich tak i u
imunosuprimovanych paciantNedavno se zjistilo, ze vyskytmich mikrosporidiéz
stoupa hlavé u imunokopetentnich jediaqJoseph et al. 2005). U paciérgt AIDS se

pohybuje vyskyt mikrosporididz v rozmezi 2- 50%.j¢destji zpusobuji onemoacini u
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lidi rod Enterocytozoon a Encephalitozoon (Kotler et Orenstein 1998, Didier et al
2005).

Klinické projevy vychazejici hlavnze vtahu hostitel, parazit. Rozhodujicimi
faktory jsou rozmanita Skala onemenn ktera jsou zavislad na imunitnim systému
hostitele, na zjsobu infekce a na druhu mikrosporidie. Na zaklgdhto faktofi byly
pozorovany tyto vztahy hostitele s parazitem:

- asymptomaticka nebo chronicka infekce s mirnyfianaky

- akutni onemoatni novorozent, infekce genesena transplacentémn rozvinuta
nasledkem nezralosti imunitniho systému

- infekce u imunodeficitnich nebo imunosuprimovanyarienti - pacienti maji
poSkozenou bunou imunitu

- symptomatické onemo¢ni vyskytuje se vyjiméné i u imunokompetentnich

pacient s plre funkénim imunitnim systémem (Kocurkova 2005).

1.5 Zdroj a grenos mikrosporidiovych infekci

Prenos mikrosporidii ma dva #poby vertikalni a horizontalni. Vertikalni
pienos znamenaignos infekce z matky na plod. Tentaigpb byl zjiSén u kralika a
hlodavdi. Horizontélni penos znamenaighi infekce travicim traktem nebo dychaci
soustavou (Snowden et al 1998).

Siteni a penos mikrosporidii je prasdnictvim spor. kdy je mozny penos i
ve vegetativnim stadiutes zarodéné buiky. Prenos mikrosporidie v infikovaném
hostiteli doposud nebyl znam. Mikrosporidie se neowpohybovat. Nedavno se vSak
zZjistilo, Ze rEkteré mikrosporidie &hem dvou azit dni po infekci hostitele vytvu&ji
zvlastni generace spor (Volf et Horak 2007).

Prvni generace spor je zodgdna za §eni infekce uvnit hostitele. V prvni
generaci jsou spory s tenkosrsiu, které samovolivymr¥’uji vystrelovaci aparat, aby
mohly infikovat okolni tkaa (Volf et Horak 2007).

Druha generace spor uz je produkovanala hostitele ven. Tato generace je
obsaZzena winich exkretech nebo sedie uvolnit do okolniho prosdi po smrti
hostitele (Volf et Hordk 2007).

12



Mezi infekeni zdroje paf voda, jidlo a hmyz. Ve vadspory dlouhodob
piezivaji jak ve vod odpadni, tak povrchové i podzemni. Infekdavka prailoveka je
velmi mala (Franzen et Muller 1999). Bylo prokazame k infekcim neéfasgji dochazi
kontaktem s infikovanym zigétem nebo poZzitim kontaminované vody (Cotte eBab1
Fournier et al 2000).

Prenos infekce potravou secahrozmahat diky z&mam konzumace atipravy
jidla. Vyskyt je nejastjSi u turisti, ktefi konzumuji zahragni speciality. Infekce je
velmi ¢asto z infikovaného masa. Stal 9épd, Ze pacient s HIV dlouhodbpozival
nedostaténé tepel® upravené haszi maso a onemoéhstievni mikrosporidiézou (
Hutin et al 1998).

Ve Spasilsku byla provedena analyza 124 vzorkusu holuli. Byl nalezen
druh E. bieneus (prevalence 9,7%}. intestinalis (4%) aE. hellem (0,8%). Ohrozeni
jsou tedy navswnici parki (Haro et al. 2005).

1.6 Imunitni odpoed’

Obrana hostitele proti mikrosporidiové infekci 8p@ ve spolupraci
nespecifické a specifické imunity.filadem je parazitEncephalitozoon cuniculi.
Bunécnd imunita je vnimaysi obrana proti parazitn neZz humoralni imunita (Didier et
al. 1998).

Dulezitou roli hraji NK buiky, které misobi nacasnou fazi infekce, produkuji
interferony y a tim se aktivuji makrofagy. & vznikem latentniho onemagn
mikrosporidiéz, chrani organismus T-k&ina imunitni odpo¥d’ (Tesaova 2003).

Makrofagy hraji dlezitou roli v organismu hostitele, slouzi keiii infekce a
jsou také sotasti imunitni odpodi proti parazitovi E. cuniculi. Mikrosporidie

vyuzivaji makrofagy k diseminaci (Didier 1995).

1.7 Diagnostika mikrosporidii

Diagnostikovat mZzeme pimo pivodce. Mizeme pouzit fmy prikaz, do
kterého paf elektronova mikroskopie, histologicka technikaplekularni technika.
Nebo mizeme pouzit ndfmy prikaz, kam pat serologické vysSéeni.
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Mikrosporidiovou sporu Ize identifikovat z biologigho materialu jako je stolice, sliny,
hleny, ma@&, stevni tekutina, zI&, tk&ova biopsie nebo mozkomisni mok. JelikozZ jsou
spory parazit velice malé, je jejich diagnostika velice obtizna.
transmisni elektronova mikroskopie a za pomoci ibarlr metod je také vhodna
swtelna mikroskopie (Papkova 2008).

Na tk&ovych kulturach lze ¢které mikrosporidie parazitujici u lidi kultivovat.
Pati sem nafiklad Encephalitozoon cuniculi E. hellem, E. intestinalis (Weiss et
Vossbrink 1998).

1.7.1 Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronova mikroskopie je vysoce sjpa@fk detekci mikrosporidii.
Avsak tento zpsob diagnostiky m& nizkou citlivost zejména u kaastolice a &lnich
tekutin (Carter et al. 1996).

Diagnostickym znakem u mikrosporidii je &oa poélova trubice, na které je
vidét jeji ojedirela ultrastruktura. Ve stolici se nevyskytuji vyve@ stadia
mikrosporidii, jsou vidt pouze spory, na rozdil od tkani, kde jsouévigednotliva
stadia zivotniho cyklu mikrosporidie. (Mc Willian €urry 1990).

1.7.2 Fluorescetini a swtelnd mikroskopie

Pati mezi rutin® pouzivanou techniku vydewani vzorki, ale za pomoci této
techniky newtime rod ani druh vySi&vaného parazita. Za pomoci této techniky vidime
mikrosporidiovou sporu jako ovalny utvar (Friedbetdrittrband 1999).

Diagnostika pomoci fluorescé&m mikroskopie je velice snadna a rychlé. této
diagnostické technice se pouZivd chemofluoresdearveni jako je calcofluor. Vaze
se na chitin, ktery je obsaZen ve sporovém obakuasporidii (Weber et al. 1994).

1.7.3 Histologicka technika

Spory mikrosporidii jsou velice malé, jdildzity kontrast spor od okolni tk&n
(Mc William et Curry 1990).
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Tkare jsou barveny Gramovym typem barveni. Tento typéir je vhodny pro
barveni vzork tkani zalitych v parafinu (Kotler et al. 1994).

Pouziva se téz fluoresaemn barvici technika, ktera je velice rychla a sr@adn
Tento zfisob barveni je velmi citlivy (Conteas et al. 1996)diagnostice intestinalnich
mikrosporidii se pouziva barveni Giemsa, ale u tmHmarveni je zap&bi, aby byla
cerstva tké. (Schwarz et al. 1994).

1.7.4. Molekularni technika

Tato technika se pouZzivd k detekci a druhovéméenir mikrosporidii ve
vzorcich, dale pak také k fylogenetickym studiimafizen et Muller 1999). K detekci a
k urceni drult, které infikuji¢lovéka, se pouziva polymerazoigiezova reakce (PCR).
Tato reakce je zaloZena na odliSnostitgenozomalni RNA (Katinka et al. 2002).

K diagnostice mikrosporidiéz stenim jednotlivych drulh se pouziva PCR
metoda. B metod PCR dochazi k amplifikaci DNA (Mduller et al 19990 PCR
prichazi dalSi diagnostick&ast a to je potvrzeni nebo specificka identifikpcedukt
PCR. Tato metoda pouziva sekvenovani DNA. &nfE. bieneusi se pouziva analyza,
ktery se sklada zipneseni molekul z gelu na membranu a vysledek pwige
z elektroforézy (Vossbrink et al. 1993).

1.8 Lé&ba

Lécba mikrosporidioz je prozatim v pa@tcich. Potvrdila secinnost albendazolu
na druhy roduEncephalitozoon a to i u systémovych infekci (Gross 2003, Ananal et
2010). Naopak u druhianterocytozoon beineusi neni dosud Zadnadlga (&inna (Molina
et al. 2002).

Dale se pak pouziva fumagilin, ktery je k wnimu uZziti pro &lo toxicky mize
se pouzivat pouze k lokélnic¢k® infekce @i (Molina et al. 2002). Odbornici se
pokousSeji syntetizovat netoxickou latku, ktera bugtejre Ucinna (Didier 2005).

Fumagilin gisobi na vice drihmikrosporidii (Beauvais et al. 1994).
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1.9 Druh mikrosporidii infikujici éloveka

1.9.1 Enterocytozoon bieneusi

Celed” Enterocytozoonidae mé dva rodyNucleospora a Enterocytozoon. Do rodu
Nucleospora pati druhy N. salmonis a N. secunda. Do roduEnterocytozoon fradime
druh E. bieneus (Shadduck et Orenstein 1993FEnterocytozoon bieneus je
jednobur¢ny stevni patogen. PAtmezi nefastjSi pivodce lidské mikrosporididzy
(Widmer et Akiyoshi 2010). Tato mikrosporidie jej¢estji diagnostikovana u lidi
s onemocénim AIDS. Enterocytozoon bieneusi parazituje neéjasgji v epitelu duodena,
jejuna, ale i ve Zkovych cestach. Velikost spory tohoto parazita ilgné 1 pm
(Volf et Horak 2007). Vyskyt spor byl identifikovarv lamina propria (Schwarz et al.
1995).

Tento druh se nevyskytuje pouze u lidi, ale takdnospodgskych zvfat, u opic,
¢i Selem a u domacich mas#ii jako jsou psi a kiky. Enterocytozoon bieneusi se
vyviji v piimém kontaktu s cytoplazmou epitelialnich &kiiThellier et Breton 2008).
Enterocytozoon bieneus ma zavity polarni trubice n@zu ve dvodadach (Kocurkova
2005). Poprvé byl tento druh objeven u pacientd\s ¥roce 1985. Po propuknuti
epidemie AIDS, vyzkum tohoto druhu velice vzrogtibrosie-Thomas 2000). Pomoci
rozdilnych sekvenci ITS (internal transcibed spsicdnotlivych sekvenci rRNA bylo
prokazano 81 genotyipz toho 26 genotyp bylo zjiS€no pouze u lidi, 8 z nich bylo
identifikovano jak wloveka, tak u dalSich hostite(Santin et Fayer 2009).

Na ptibéh onemoc#ni ma vliv imunitni systém hostitele. Infekce sejprvuje
svymi prvnimi giznaky po 2 az 3 tydnu po nakaze. ddsgjSim priznakem je
chronicky pfijem, hlavé u pacieni imunodeficitnich a také u paciéntpo
transplantacich orgén Prijem byl doprovazen zvracenim, hubnutim, zimniciatou
chuti kjidlu. Pacieritm po transplantaci, kte méli imunosupresivni [&u,
mikrosporidiéza zfisobovala kro chronického pijmu zimnici, Unavu a zvraceni
(Gumbo et al. 1999). U potravin obsahujici laktéziwk byla zaznamenana intolerance

u pacient s mirrgjSim piibéhem onemoaimi. Naopak u pacietits £28im ptibchem
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onemocgni byla zaznamenana intolerance &&ma vSechny slozky potravy. &z8ich
piipadi dochazi k dehydrataci a hypokalémii (Kotler etr@tein 1999).
Charakteristickym znakemisini mikrosporididzy je posSkozeni epitelu tenkého
streva, ktery mé za nasledek malabsorpci. Enhkezralosti epitelovychistvnich klki
a snizeni povrchové mukdzni plochy s &gy pravépodobnosti ovlisiuje absorpci.
Mikrosporidiova infekce tedy Zgobuje zmenSeni povrchové mukdzni plochy.
Mechanismus spravné absorpce je poruSefisiedku poskozeni velkého mnozstvi
burgk. Konenym disledkem je parcialni atrofie kikKotle ret Orenstein 1999).
Mikrosporidiézy zpisobené timto druhem se také objevujicti d u lidi, ktei
cestuji po s#té a také u starych lidi (Didier et al. 2000).
Byl provadn vyzkum o vyskytuE. bieneusi na jatkach, ze vzotkod prasat.
26% bylo pozitivnich, provadb se to pomoci PCR.rfomnost infekce byla prokazana
in situ hybridizaci (Buckholt et al. 2002).
V Ceské republice byla zjidvana sérova pozitivita prdeEnterocytozoon
bieneusi. Zjistilo se, Zze 20 % HIV pozitivnich osob, 33 %ob v kontaktu se ztdty a
10 % zdravych lidi byly pozitivni négmym imunofluorescamim testem (Sak et al.
2010).

1.9.2 Encephalitozoon intestinalis

Poprvé byl tento druh identifikovan u pacienta ®8&Ila chronickym gijmem
(Blanhard et al. 1992). tRodré se Encephalitozoon intestinalis nazyval Septata
intestinalis. Stevni mikrosporididzy u pacieints diagnézou syndrom ziskaného selhéni
imunity (AIDS) a chronickym pijmem byla poprvé popsana v roce 1985. Doipdp
se dostava rozvijejici se vyskyt mikrosporidiozyeneu paciernit s AIDS ale také u
piijemal transplantovanych organu (Anane et Attouchi 20I8to mikrosporidie také
infikuje enterocyty, ale jeji patologie a morfolegse liSi odE. bieneusi. K vyvoji E.
intestinalis dochazi v tenkém igw¢. Dale tyto spory infikuji makrofagy, kiky lamina
propria, fibroblasty a endotelové iiky (Kotler et Orenstein 1999)k. intestinalis
zpisobuje téZ infekcedd (Didier et al. 1998). Spork. intestinalis jsou jednojaderné a
jejich vyvoj také probiha ve vakuole hostitelskékyu Extraintestinalni formy tohoto
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druhu parazita mohou #pobit infekce dychaciho traktu, ledvin nebocébuych cest
(Volf et Horak 2007). Polova trubici je sloZzena &gi az sedmi zavit (Weber et al.
1994).E. intestinalis ma zavity polarni trubice v jeditadé (Kocurkova 2005).

Je v pdadi druhym nejastjSim pivodcem mikrosporidiovych infekci. Kram
pacienfi s AIDS se také objevuje u paciéns jinak oslabenou imunitou a také u
piijemal transplantovanych organa u imunokompetentnich osob s infekci rohovky
nebo pijmem (Mathis et al. 2005). Tato mikrosporidie bgjgténa prakticky ve vSech
organech, a e vyvolat piznaky u konkrétnich orgdnDiagndza je histologicka, a to
bud z tkaiové biopsie nebo sekretu (Kotler et Orenstein 198BYohoto druhu se
provadtla studie u selat, vyskyt byl zji&t u mladsSi skupiny selat stpmem, a to
zejména udch ve ¥ku mérg nez 1 tyden a mezi 1 a 2 tydnem. (Jeong et &l7)20
Dale byl objeven u goril v Ugagda u dvou lidi, kt& prisli s gorilami do styku.
(Graczyk et al. 2002).

V roce 2005 byl proveden vyzkum o vyskyiu intestinalis ve stat Pahang v
Malajsii. Vzorky stolice od 151 domorodych vesami byly vySeteny na pitomnost
spor. Vysledkem bylo, Ze u 23 vzorku tedy 21,2%obgbzitivni na mikrosporidie.
Metodou PCR se potvrdilo, Ze se jednA. intestinalis (Lono et al. 2010).

Dosud nebyly pozorovany Zadné rozdily v ITS seki@natiznych izolat
(Didier et al. 1996). Izolatf. intestinalis u ti HIV-pozitivnich pacient byly geneticky
homogenni (Liguory et al. 2000). Cest@mosu niZze byt takeé inhalaci spor (Didier et
al. 1998).

Do hlavni skupiny paciefit u kterych se vyskytujeigtvni mikrosporidiéza p#it
pacienti s oslabenou imunitou, zejmégaht nakazeny virem HIV. Na tento problém
byla provadna studie se 14 pacienty (10muzi a 4 Zenami) Visledbyla diagnostika
strevni mikrosporididzy o celkové prevalenci 2,4%. &tignti HIV infikovanych byl
vyskyt 3,6% a u paciettbez infekce HIV byl vyskyt 1,4% (Anane et al. 2D10

1.9.3 Encephalitozoon cuniculi

Byl poprvé rozpoznan v roce 195Bncephalitozoon cuniculi se vyskytuje u
pacienfi s onemocénim ledvin, s neurologickymi onemaarimi a také u pacieit
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kteri proctlali tropickou nemoc.E. cuniculi infikuje Siroké spektrum sauc véetns
hlodavd, kraliki, koni, Selem &lovéka. Hlavnim hostitelem pr&. cuniculi je kralik
(Kiinzel et Joachim 2010). Rozeznavarriegenotypy E. cuniculi. |. genotyp byl
nalezen u krélik a lidi, II. genotyp byl nalezen u mysi a polarniidek a Ill. genotyp
byl nalezen u lidi a f@is Byl prokdzan penos ze zvete naclovéka ale nikoliv mezi
pacienty (Didier et al. 1995). Apobuje zaéty jater, slinivky Wisni, peritonea a dutin
hlavré negastji rhinosinutidy. Tyto typy z&¥ta se objevily u pacieitinfikovanych
virem HIV (Franzen et al. 1996). Tento druh ma eymazoonoticky potencial (Mathis
et al 2005).

Byl vySeten trus nahodh sebrany od tznych druli volné Zijicich ptak
pomoci M2R barveni a polymerazowiszové reakce. Zadny #dhto vzorki nebyl
pozitivni. Dale bylo identifikovano dkolik genotym této mikrosporidie z ptak
chovanych v zajeti. Z tohatppopsanych genotypbylo prokazano v lidskych vzorcich
(Kaskkova et al 2007).

U ptaki byl dosud popsan vyskyt u genotyjedna afii (Kasickova et al. 2007).
E cuniculi byl popséan také u psa kraliki (Didier et al. 1996).

BritSti autdi vySetili 26 vzorka stolic od lidi, 350 od zvat a doSlo k nalezeni
18 vzorki s obsahem parazita. Genova charakteristika vaiatii14 dznych genotyf
a z toho 6 jestvibec nepopsanych (Dengjel et al. 2001).

Mikrosporidie ziskané od pacienta s AIDS Zijicihdtalii byly izolovany a
kultivovany. Byla provedena identifikace imunoldgiti a molekularni metodou. Totéz
se provedio také ve Svycarsku. A tyto ziskané wfsieposkytuji dalsi informace o
geografickém rozlozeni dalSich tyg. cuniculi (Rossi et al. 1998). Osno pozdji byla
tato studie oft provedena v ltalii, ale na z&n U této Zeny byl vyskyt
mikrosporidialnich vytrus v ledvinach, v jatrech, srdci, slezjnplicich (Tosoni et al.
2002).

1.9.4 Encephalitozoon hellem

Treti nefastjSi mikrosporidie zpsobujici infekce u lidi.Encephalitozoon
hellem postihuje pevazié imunokompromitované osoby a pacienty s onersioicn
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AIDS. Spory u pacienta s AIDS se vyskytuji v#nae vygrech, slindch (Weber et al.
1993). Bylo zjis¢no, Ze E. hellem zpasobuje hlavay oc¢ni infekce jako je infekce
rohovky a spojivek. Projevuje se také infekci hdnnia dolnich cest dychacich
(Schwartz et al. 1993). Neinfikuji pouzeveka, ale i jiné primarni hostitele jako jsou
ptaci, nefastji papousci a kolifici. Tato mikrosporidie zjsobuje hlava u zvirecich
hostiteli ledvinové a gevni infekce (Snowden et al. 2000).

Sporova trubice je stena do Sesti az osmi zauitStruktura je stejna jako u
druhuE. cuniculi, rozdil je vSak v biochemické a imunologickeé ktuie (Didier et al
1991).

1.9.5 DalSi druhy mikrosporidii
DalSimi druhy, které byly popsany dlovéka, jsou Vittaforma corneae,

Microsporidium africanum, a Brachiola algerae.
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2 Cile prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem této prace je zpracovat literarni reSer&mdtu. VySdit reprezentativni
vzorky stolic u dti na mikrosporidie. Nalezené izolaty mikrosporigénotypizovat a
podle zjis&ného druhwi genotypu usuzovat na zdroj infekce. Vyskyt mikrosdii dat

do souvislosti sakem, diagndzou a dalSimi vlivy.

2.2 Hypotézy
Hi: Vyskyt mikrosporidii u malychéli je podobny vyskytu mikrosporidii u dagych.
H.: U malych dti je v disledku nezralého imunitniho systému vyskyt mikrogphio

vySSi a ty se podileji i naigmovych onemocénich.
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3 Metodika

3.1 Charakteristika sledované skupiny

Sledovanou skupinou bylytl do 15- ti let. Vzorky stolice ndm poskytlo celke
67 ckti. Ztoho 63 vzork bylo poskytnuto z parazitologické labor@oNemocnice
Ceské Budjovice. Ctyfi vzorky nam poskytlo infetni oddtleni NemocniceCeské
Budgjovice.

Informace o jednotlivych dech byly ¥k ditéte (Tab. 1), pohlavi (Tab. 2) a
diagnoza (Tab. 3).

Tab. 1:Vékove slozeni sledované skupiny

Vék Pocet %

0-3 11 16
4- 6 15 23
7-11 24 36
12- 15 17 25

Zdroj: Vlastni vyzkum
Tab. 2:Sledovana skupina podle pohlavi

MuZi Zeny
pocet 38 29
% 57 43

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tab. 3:Sledovana skupina podle diagnézy

Diagnoza Peet Diagnoza Peet
1 1
5 L 130 1
1 L 208 1
3 5
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D 899
F 480 35

R 509 5

B P ow w

Zdroj: Vlastni vyzkum
Diagnozy
A 08 Stevni infekce viry a jinymi wienymi mikroorganismy
A 09 Jina gastroenteritida a kolitida infekho a nespecifickéhaipodu
A 099 Gastroenteritida a kolitida nespecifickéliwqau
B 80 Enterobiéza- enterobiosis
D 899 Porucha tykajici se mechanisimunity, NS
F 480 Neurastenie
J 028 Akutni zat hitanu zfisobeny jinymi wenymi organismy
K219 Gastroezofagealni refluxni oneméminbez ezofagitidy
K519 Ulcerdzni kolitida, NS
L 130 Dermatitis herpetiformis
L 208 Jina atopicka dermatitida
R 10 BiSni a panevni bolest
R 103 Bolest umigha do jinych mist dolnfasti ficha
R 104 Jina a nedena IisSni bolest
R 509 Horéka, NS

(MKN-10 Mezinarodni statistika klasifikace nemoci @iidruzenych zdravotnich

problémi)

3.2 Odfér vzorki

Vzorky stolice pouzité pro tuto praci byly odebyaio uzaviratelnych nesterilnich
odkerovych nadobek. Vzorky stolice byly odé¢td které byly hospitalizované
v nemocnici WCeskych Budjovicich na dtském oddleni a infeknim oddleni.

Rozmezi mezi odltem a samotnym vySenim vzork stolic byl maximéala 7 dni.
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Vzorky, které nebyly vySétny v den odéru, byly skladovany v ledniciipteplot 5°C.

3.3 Metody
K diagnostice vzonk stolic diti bylo pouzito gkolika vySetovacich metod.
Jako z&kladni vyS&ivaci metodu jsem pouzila mikroskopické vy8et. Dale pak byla

pouzita molekularni metodika (polymerazae#zova reakce PCR).

3.3.1 Mikroskopické vysegni

3.3.1.1 Koncentréni (sediment&ni) metoda

Tato metodika se pouziva k diagnostice pafiagé stolici. Paraziti, ki¢ se
vyskytuji ve zkoumaném vzorku, jsou v klidovéem stiadParazit je v klidovém stadiu,
coz je vajéko, larvaci oocyst.
Roztoky:
1) MIF roztok
sloZzeni: 500 ml KO, 50 ml 40% formaldehydu, 400 ml 0,1% roztoku mo&tu
sodného
2) Lugoliv roztok
slozeni: 1 g krystalického jédu, 2 g KJ, 100 mCH

Pracovni postup:

1. Vzorek stolice velikosti hrdSku byl homogenizovam zkumavce spolu s 5 ml
MIF a 1 ml Lugolova roztoku.

2. Homogenizovana sés byla gefiltrovana pes gazovy filtr.

3. Do filtratu bylo gidano 6 ml éteru.

4. ZaSpuntovana zkumavka byla pegiana a vloZena do centrifugy na dobu 2
minut @i 15000t/ min.

5. Po centrifugaci se vyt¥d ve zkumavce prstenec, tento prstenec byl od&tran
Spejli a zkumavka byla slita.

6. Vznikly sediment se prohlizel ve &elném mikroskopu.
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Preparaty byly prohlizeny pod&elnym mikroskopem OLYMPUS BX 51ipzvétSeni
40x.

3.3.1.2 Barveni calcofluorem (Vavra et al. 1933)
Tato metodika se pouZziva k diagnostice mikrospbridi
Roztoky:
1) 0,5% Evansova méd
slozeni: 0,5 g Evans. miidze 100 ml PBS
2) 0,1% Calcofluor

slozeni: 0,1 g calcofluoro ve 100 ml PBS

Pracovni postup:
1. Vzorky stolice byly rozéeny na podlozni skika.
2. Sklicka byla zafixovana methanolem a nechano 2 minwggteeout.
3. Bylo provedeno barveni 1% Calcofluorem White M2RPBS (fosfatovy
pufr, pH 7,2- 7,4). po dobu 10 minut.
4. Oplachnuti sktiek v PBS.
5. Dobarveni skiiek 0,5% Evansovou méidve vod po dobu 30 sekund.

Opetovné oplachnuti v PBS a nechat uschnout.

Timto zpisobem obarvené vzorky stolice byly prohlizeny fasmegdnim
mikroskopem OLYMPUS IX 70 ip zvétSeni 1000x a ip vinové délce 490 nm za
pouziti olejové imerze. Obarvené spory mikrospondaji ovalny tvar. B prohlizeni

mikroskopem sviti jashmodrobile.
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Obr. 1: Bur¢na kultura Encephalitozoon cuniculi obarvena calcofluorem. #Aai
drobné Gtvary jsou spory této mikrosporidie.
Zdroj: Doc. RNDr. Oleg Ditrich CSc.

3.3.2 Molekularni metodika
3.3.3 Analyza genu SSU rRNA
Molekularni metoda byla pouzivana u 12 vZoskolic, u kterych bylo mikroskopické

vySefeni za pouZziti barveni nejasné Tab. 4.

Tab. 4 :Vybrané vzorky pro molekularni metodiku

Cislo Vek Pohlavi Diagnéza
1 5 M R 104
2 4 M D 899
3 4 M R 104
4 4 M L 130
5 4 M R 104
6 2 M R 509
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7 2 M R 509

2 M R 104
9 2 M R 104
10 2 M R 104
11 3 M R 104
12 1 M R 509

Zdroj: Vlastni vyzkum

3.3.3.1 Extrakce DNA ze vzadkstolice

Extrakce byla provasha PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek).

Postup:

1.

200 mg stolice bylo dano do Safe- Lock- Tube pog# Ipiidany sklegné
kulicky a 1 ml Lysis Buffer P. Poté secady rozbijet potencionalni spory ve
FastPrep- 24 po dobu 601 gychlosti 5,5 m/s.

Pak byla provedena inkubace vtermobloku 10 mik. 95°C a nasledh
cenrifugace po dobu 1 mintid4.000 otékach.

Vznikly supernatant bylignesen do InviAdsorb- Tube pak byl vortexovan 15s a
nasledg inkubovan pi laboratorni teplat 1 min. Nasledovala centrifugace po
dobu 3 min. g 14.000 otékach.

Supernatant byl fiepipetovan dcgistych ependorfek a pak centrifugovan po
dobu 3 min. @i 14.000 otékach.

Do novych ependorfek bylo nepipetovano a5proteinasy K a k &mu bylo
piidano 400ul supernatantu vSe bylo zvortexovano.

V termobloku byla provedena &pinkubace po dobu 10 mintigeplog 70°C.
Dale bylo gipipetovano 40Qu Binding Buffer P a nasledovalo vortexovani.
Veskery objem byl fepipetovan do Spin Filter+ Tube (kolona s epenaarfk
Inkubace 1 min $ laboratorni teplat a centrifugace po dobu 1 miti 14.000
ot&kach.

Z ependorfky byl vylit odpad, pak sefippetovalo 500 ul Wash | a
centrifugovalo 1 min f 14.000 otékach.
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9. Supernatant byl vylit z ependorfky a nasléde gipipetovalo 80Qul Wash Il a
byla provedena centrifugace 1 miiii p4.000 otédkach

10. Supernatant byl vylit a nasleglbyla provedena centrifugace po dobu 3 niin p
14.000 otékach.

11.Na kolonu byla nasazenidsta ependorfka pak seéipipetovalo 200ul Elution
Buffer D (tento roztok byl fedeltan) na kolonu. Pak byla provedena inkubace 3
min. @i laboratorni teplat a pak se centrifugovalo po dobu 1 miti. §500
ot&kach.

12.Ziskana DNA byla uchovavanii peplot -20°C.

3.3.3.2 Polymerazoviéetézova reakce PCR

PCR je molekularni diagnostika slouzici Kemi jednotlivych drut
mikrosporidii. Byly provadny vzdy d¢ sady PCR siznymi sety primeat. Jednou se
prokazovaloEnterocytozoon bieneusi a druhouEncephalitozoon. Nezbytnou sotésti
kazdé PCR sady je pozitivni a negativni kontrolaRRprobiha ve dvou fazich primarni
a sekundarni. Déle se pracovalo stermocykléry ¢ ké nastavily amplifikeni

programy.

Tab.5Primery pro Enterocytozoon bieneusi

Primery Sekvence

Primarni PCR

EBITS3 GGT CAT AGG GAT GAA GAG
EBITS4 TTCGAGTTCTTT CGC GCT C

Sekundarni PCR
EBITS1 GCT CTG AAT ATC TATGGC T
EBITS2,4 ATC GCC GAC GGA TCC AAG TG

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Tab.6:Primery pro Encephalitozoon

Primery Sekvence

Primarni PCR

int580F TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT
INt580R TTT CAC TCG VWG CTACTC AG

Sekundarni PCR
MSP-3 GGA ATT CAC ACC GCC CGT CVY TAT
MSP-4A CCAAGCTTATGC TTA AGT YMA ARG GGT

Zdroj: Vlastni vyzkum

Tab.7:Reakéni smési pro PCR

Enterocytozoon bieneusi

Primarni 57°C/ 15
Roztoky Koncetrace Objem v 1 vzorku Master mix
H.0 12,30 184,50
MgCl, (25mM) 1,20 18,00
10Xbuffer 2,00 30,00
dNTP 10mM 0,40 6,00
EBITS3 1QuM 0,40 6,00
EBITS4 1M 0,40 6,00
BSA (20mg/ml) 0,80 12,00
taq AU/ ) 0,50 7,50
DNA 3,00 30,00
sum 20,00 300,00

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Sekundarni 55°C/ 16

Roztoky Koncentrace Objem v 1 vzorku Master mix
H.0 13,10 209,60
MgCl, (25mM) 1,20 19,20
10Xbuffer 2,00 32,00
dNTP 10mM 0,40 6,40
EBITS1 1QuM 0,40 6,40
EBITS2,4 1M 0,40 6,40
BSA (10mg/ml)
taq (AU / ) 0,50 8,00
DNA 2,00 32,00
sum 20,00 320,00

Zdroj: Vlastni vyzkum

Primarni faze PCR u druhlenterocytozoon bieneusi se provada
v termocykléru Little Genius (BIOER), trvala 2 hogi Sekundarni faze probihala
v termocykléru MJ Mini personal thermal cycler (BRAD) a trvala 2 hodiny.
Amplifika¢ni program termocykléru Little Genius (BIOER) séaslal z rkolika kroki:
1) Paiateeni denaturace DNAipP94°C v trvani 3 minuty.
2) Denaturace i 94°C v délce trvani 45 sekund.
3) Nasedani primdr pii 57°C c dok 45 sekund.
4) Syntéza novéhiettzce i 72°C po dobu 1 minuty.
Prokehlo celkem 35 cyKi od 2 - 4.
5) Dosyntetizovantetézce i 72°C po dobu 7 minut.

Nasedani primdrv primarni fazi probihaloip57°C a nasedani primewr sekundarni
fazi probiha p 55°C.
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Tab.8:Reakéni smeési pro PCR

Encephalitozoon

Primarni 55°C/ 15
Roztoky Koncetrace Objem v 1 vzorku Master mix
H20 12,30 184,50
MgCl, (25mM) 1,20 18,00
10Xbuffer 2,00 30,00
dNTP 10mM 0,40 6,00
int580F 1M 0,40 6,00
int580R 1M 0,40 6,00
BSA (20mg/ml) 0,80 12,00
taq AU/ 1) 0,50 7,50
DNA 3,00 30,00
sum 20,00 300,00

Zdroj: Vlastni vyzkum

Sekundarni 55°C/ 26
Roztoky Koncentrace Objem v 1 vzorku Master mix
H.0 13,10 209,60
MgCl, (25mM) 1,20 19,20
10Xbuffer 2,00 32,00
dNTP 10mM 0,40 6,40
MSP3 1M 0,40 6,40
MSP4A 1M 0,40 6,40
BSA (10mg/ml)
taq (AU / 1) 0,50 8,00
DNA 2,00 32,00
sum 20,00 320,00

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Primarni a sekundarni faze PCR rodtncephalitozoon se provada

v termocykléru MJ Mini personal thermal cycler (BRAD). Primarni faze
v termocykléru trvala 2 hodina a taktéz i sekundarAmplifikaéni program
termocykléru MJ Mini personal thermal cycler (BIGAB) se skladal z &kolika kroki:

1) Patateeni denaturace DNAip94°C v trvani 3 minut.

2) Denaturace i 94°C v délce trvani 45 sekund.

3) Nasedani primérpii 55°C po dobu 45 sekund.

4) Syntéza novéhiettzce i 72°C po dobu 1 minuty.

Prokzhlo celkem 35 cyki od 2 - 4.

5) Dosyntetizovantfetézce i 72°C po dobu 7 minut.

Nasedani primérv primarni i sekundarni fazi probihalé p5°C.

3.3.3.3 Gelova elektroforéza

Za pomoci gelové elektroforézy byla édevana délka DNA fragmeint P gelové

elektroforéze dochazi krodéni DNA fragmeni v agaréze podle tenych

molekulovych hmotnosti, na kterégobi elektrické pole.

Roztoky:

1) 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledovésélny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA)

2) Agardza

3) Ethidium bromid

4) 100 bp DNA ladder

Gelova elektroforéza byla provéith za pouziti 1% agarézového gelu v 1x TAE
pufru s gidavkem ethidium bromidu (vysledn& koncentracelu ggla 0,5ug/ml) pri
napiti 70 V po dobu nezbythnutnou pro separaci fragménDNA. Vizualizace
roz&klené DNA na fragmenty byla v transiluminatoriti yinové délce 302nm. Zaznam,

ktery vznikl, byl genesen do pidtace.
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4 Vysledky

4.1. Koncentréni (sedimenté&ni) metoda

V zZadném ze zkoumanych 67 vzoriza pouZziti koncenttai (sedimenténi)
metody (MIFC) nebyli nalezeni zadni paraziti.
4.2. Barveni calcofluorem

V zadném z 67 vzotk stolice barvené calcofluorem se nevyskytovaly
mikrosporidie.

Za pouZiti této metody se jevily vSechny vzorkgaévre. Citlivost této metody
neni vysoka, proto byla pouzita i spoleljsi metoda PCR.

4.3 Polymerazovéetézova reakce (PCR)
Po provedeni PCR metody byly sledované vzorky talke@ativni jako u

piedchozich metod.

Mikroskopické vysdeni bylo ve sha#l s molekularni metodou, ktera potvrdila

negativni nalez.
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5 Diskuze

Cilem mé prace bylo, zda a v jakétenise mikrosporidie vyskytuji v naSich
podminkach u &i, a zda jejich vyskyt ize souviset sdkterymi gastrointestinalnimi
potizemi. Imunitni systém seiiem Zivota vyviji a mni. Imunitni systém zdravého
dosglého ¢loveéka si dokaze s parazitarnim onemé&dm poradit. Imunitni systémet
neni je& dostaténé vyvinuty (Spausta et al. 2005).¢D by mohly tedy pdit do
ohrozené skupiny. &tSina informaci o vyskytu mikrosporidii u lidi pacti z vySeteni
imunodeficitnich paciet nakazenych virem HIV. Prevalence imunodeficitnich
pacienti, ktefi onemocni mikrosporidiézu se pohybuje v Sirokémmmezi 2 - 78 %
(Matos et al. 2009).

V zadném z vySébvanych vzork stolice, za pouziti koncentai (sedimenténi)
metody, nebyla zjigha gitomnost stevnich parazit. P cileném vySdovani pomoci
barveni calcofluorem nebyly nalezeny zZadné sporkramsporidii. Mikrosporidiova
DNA nebyla nalezena ankippouZziti citlivé PCR diagnostické metodyasto se stava,
Ze mikroskopicky negativni vzorky vyjdou molekularmetodou pozitivni, coz
potvrzuje vysokou citlivost a zachytnost molekulé@mmetod.

Vysledek mého vyzkumu o vyskytu mikrosporidii @tidje v ukitém
souladu s vysledky, ke kterym détp Pelikdnova ve své bakéd&é praci o vyskytu
mikrosporidii 75 mui a 83 Zentrzného ¥ku, ktai byli parazitologicky vysSébvani
kvili prajmam a dalSim $evnim potizim. Pomoci PCR zjistila nejvyssi vyskyt
mikrosporidii u lidi starSich 50 let. A naopak nfi vyskyt byl u dti od 0 - 5 let.

S klinickymi projevy souvislost nenalezla (Pelikaho2009). V kombinaci s mymi
vysledky to vede k don@nce, Ze prevalence subklinickych mikrosporidiovyefekci
se kumuluje s &kem.

Naswdcuji tomu i vysledky dalSi podobné prace, ktera abywala vyskytem
oportunnich parait u pacieni v geriatrickych z#zenich, kdy bylo zji$ho 5
pozitivnich vzork. 3 x Enterocytozoon bieneusi a 2 xEncephalitozoon cuniculi (Cerna
2010).

Vyskytem oportunnich paraiu alkoholiki se zabyva ve své praciikankova.
Pomoci PCR byla prokadzangitomnost mikrosporidii u jednoho vzorku, u kterého
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nalezla Encephalitozoon cuniculi. (Kfivankova 2011).

Na zaklad mého vyzkumu jsem dos&la k zawru, Zze v mnou sledované skupin
se nevyskytovalo zadné é&itkteré by trglo mikrosporidiézu a ani nebylo infikovano
bez klinickych giznaka Jsem si ¥ddoma relativi malého pétu vySetenych (Slo vSak o
maximum, které se potllo za pomoci obou nemocmich oddleni v daném obdobi
shromazdit. Pro potvrzeni mych vyslédky bylo dobré proveést rozsahlejsi vyzkum

mikrosporidii u @ti.
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6 Zavery

l. Ve vySetovaném souboru vzoik nebyly mikrosporidie prokazany ani

mikroskopickou a ani molekularni technikou

Il. Pravdpodobré plati hypotéza, Ze mikrosporidiové infekce beazzpaki

onemockni lidé postup# ziskavaji Bhem Zzivota.

[l Hypotéza, o mozném vySSim vyskytu mikrosporidii dii & ohledem na
nezralost jejich imunitniho systému byla zamitnuta.
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