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1 CILE PRACE

1. Kriticky zpracovat literarni reSersi k tématu
2. Analyzovat hlavni problémy tématu s navrhem dal§ich moznosti vyzkumu

3. Rozpracovat podrobnou metodiku budouci experimentalni prace



2 LITERARNI RESERSE

Mikrosporidie jsou obligatni intraceluldrni paraziti, ktefi infikuji fadu obratlovca
1 bezobratlych. V roce 1857 byli tito paraziti poprvé studovani u bource moruSového (Naegeli
1857). Mikrosporidie patii do kmene Microsporidia, ktery zahrnuje ptes 1200 druhti fazenych
do 150 rodl (Keeling and Fast 2002). Dtfive byly mikrosporidie povaZzovany za jedny
znejstarSich vyvojovych vétvi a fazeny mezi Protozoa. Na zdklad¢ genetickych
a molekularnich dikazl jsou fazeny dnes do fiSe Fungi (Cavalier-Smith 1998). Prvni piipad
lidské mikrosporidiové infekce byl zaznamendm v roce 1959 (Matsubayashi et al. 1959). Do
roku 1985 bylo popsano pouze 10 dobfe zdokumentovanych ptipada lidské mikrosporididzy,
kdy byl u HIV-infikovanych patienti ve Francii objeven novy druh Enterocytozoon bienuesi
(Desportes et al. 1985). Od tohoto data bylo zaznamenano mnoho mikrosporidialnich infekci
po celém svété a tento parazit je nyni studovan jako jeden z nejbéznéjSich patogentt u HIV-
infikovanych pacienti (Asmuth et al. 1994). Mikrosporidie mohou u ¢lovéka vyvolat rizné
nemoci postihujici nejriznéjsi organové soustavy. Mohou zpusobit intestindlni, o¢ni, plicni
a svalova onemocnéni u imunodeficitnich, ale i u imunokompetetnich jedincii (Weber et al.

1994).

2.1 Morfologie

Infekéni stddia u mikrosporidii tvoii spory ovalného tvaru. Slouzi k infekei nového
hostitele nebo k autoinfekci, tedy napadeni dalSich zdravych bunék téhoz hostitele. Velikost
spor se pohybuje mezi 1 az 20 pm. Druhy, které infikuji obratlovce, byvaji vétSinou mensi
ato asi 1 az 3 um. Steéna je silnd a sklada se ze 3 vrstev: elektron-denzni exospdry tvofené
proteiny, elektron-lucentni endospory tvofené chitinem a plazmatické membrany obklopujici
cytoplazmu, jadro (n€kdy i dvé), vakuoly, membranu polaroplastu a vystielovaci aparat (Cali
1991).

Vystielovaci aparat se skladad ze stocené podlové trubice a kotevniho disku, ktery je
charakteristicky pro vSechny mikrosporidie. Stavba a uspofaddani zaviti polové trubice jsou

specifické pro kazdy rod a druh. Za vhodnych podminek je polova trubice vystielena pies



tenky anteriorni konec spory, tim vnikne do hostitelské bunky a do ni vypusti infekéni
sporoplazmu (Canning 1993).

Mikrosporidie nemaji mitochondrie, peroxisomy a klasicky stavény Golgiho komplex,
jejich ribozomy se velmi podobaji prokaryotnim. Maji ale eukaryotni jadro, intracelularni

membranovy systém a chromozomy, které se pti mitéze oddeluji (Vossbrinck et al. 1987).

Obr.1: Schéma spory mikrosporidii (podle Ergens et
Lom 1970)

a - kotevni disk
¢ - cytoplazmatickd membrana

e - exospoéra

en - endospora

n - jadro

p - polaroplast

pt - pélova trubice
s - sporoplazma

v - posteriorni vakuola

2.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus u mikrosporidii je pom&mé jednoduchy. Penos infekce miize byt primy
z jednoho hostitele na druhého, ptfi¢emz nékteré mikrosporidie vystiidaji ve svém zivotnim
cyklu dva druhy hostitele. Jsou vSak i1 ditkazy o pfenosu vertikalni cestou (Weber et al. 1994).

Pienos infekce je vétSinou zprostiedkovan ingesci, nebo inhalaci spor. Jediné stadium
mikrosporidii, které se nenachazi uvniti hostitelské buiiky jsou infekéni spory. Po tspésné
infekci bunky dochazi k mnozeni sporoplasmy, z niz se vyviji meronty a sporonty. Vyvoj
mikrosporidii zahrnuje dvé odlisné faze: proliferativni fazi (merogonii), pfi které dochazi
k masivnimu namnozeni meronti uvniti buiiky, a sporogonni fazi (sporogonie), pii niz
sporonti produkuji sporoblasty, ze kterych vznikaji spéry (Franzen and Miiller 1999).
Nekteré sporonty se déli na dva sporoblasty, které¢ davaji vznik sporam (Current et al. 1989,

Strano et al. 1976, Shadduck et al. 1989, Bryan et al. 1991).



Meronty jsou kulaté, nepravidelné nebo podlouhlé¢ jednoduché bunky s malym
mnozstvim diferenciované cytoplazmy uzaviené plazmatickou membranou. Mohou mit jedno
nebo dvé synchronné se mnozici jadra, tzv. diplokaryon. Uvniti hostitelské buiiky dochazi
k dvojimu nebo né€kolikandsobnému déleni, coz se nazyvd merogonie. Dé¢leni jadra mize
probihat bez déleni bunky, coz dava vznik n€kolikajaderné plazmodidlni forme, kterd se
nazyva merogonidlni plazmodium (Cali and Owen 1988).

Sporonty vznikaji z merontli, maji ovalny tvar a jsou charakteristické svym tlustym
vnéjSim obalem. Z tohoto obalu pozdé€ji vznikéd exosporova vrstva na sténé spory. Sporonty se
déli dvojim nebo nékolikandsobnym délenim ve sporoblasty, ze kterych se nakonec vyviji
dosp€lé spory. Sporonty stejné jako meronty mohou mit jednoduché nebo dikaryontni jadro
(Canning and Lom 1986). Béhem procesu vzniku spéry se vytvaii organely nezbytné nutné
pro infikovani dalSich bun€k: polové trubice, kotevniho disku, polaroplastu a zadni vakuoly
(Van Gool et al. 1994).

Spory se mohou $ifit z builkky do bunky uvnitt hostitele, nebo mohou ptrechazet do
télnich exkretd naptiklad do moci (Bryan et al. 1991). Mo¢ na prstech pak muze byt

prenesena do oka a tak mtize vzniknout o¢ni infekce (Lowder 1993).

2.3 Taxonomie

Za mikrosporidie jsou oznaCovany organismy, patfici do kmene Mikrosporidia,
fylogeneticky blizké kmenu Fungi (Keeling et al. 2000). V roce 1882 Balbiani klasifikoval
tyto parazity jako odlisnou skupinu Mikrosporidie (Balbiani 1882). Taxonomie mikrosporidii
ma vsak rizné modifikace. Hlavni publikované klasifikace se zna¢né 1iSi charakteristikami,
podle nichz byly mikrosporidie déleny (Sprague et al. 1992). Témito charakteristikami mohou
byt ultrastrukturni rysy zahrnujici velikost, morfologii spor, pocet zaviti polové trubice,
vyvojové cykly avztahy parazit-hostitel (Weiss and Vossbrinck 1998). Nejpouzivanéjsi
klasifikace byla navrzena v roce 1977 a aktualizovana v roce 1982 (Sprague et al. 1992).
Podle ni se mikrosporidie déli do dvou skupin podle toho, zda maji, ¢i nemaji parazitoforni
membranu: tfida Pansporoblastina, u kterych se membrdna nachazi, a Apansporoblastina,
unichZz membrana chybi. V systému vyvijejicim se v poslednich letech jsou viditelné
odliSnosti ve stavbé chromozomalniho cyklu jiz v zakladnich castech (Canning 1988). Byly

navrzeny komplexni zmény v klasifikaénim systému podle priibéhu bunééného cyklu.



Mikrosporidie byly rozdéleny na Dihaplophasea, které maji diplokaryon alesponi v nékteré
fazi zivotniho cyklu, a na Haplophasea, které maji neparové jadro ve vSech fazich cyklu

(Sprague et al. 1992).

2.4 Epidemiologie

2.4.1 Prevalence a geograficka distribuce

Prvni dokumentovany ptipad mikrosporididlni infekce byl zaznamenan v roce 1959
u japonského chlapce pracujiciho na zvifeci farmé. Nemoc se projevovala bolestmi hlavy,
kifeCemi a opakujicimi se horeckami. VySetfeni mozkomisniho moku odhalilo organismus
identifikovany jako mikrosporodie, Encephalitozoon (Matsubayashi et al. 1959). Dalsi dva
ptipady se objevily v roce 1973 u imunodeficitniho ditéte s nevyvinutym brzlikem (Margileth
et al. 1973). Mikrosporidie Nosema connori byla identifikovana ve vétSiné organii. V druhém
pfipad¢ se jednalo o infekci rohovky u jedenactilet¢ho chlapce ze Sri Lanky (Ashton et al.
1973). V letech 1959 az 1990 bylo zaznamenano pouze 8 piipadii lidské mikrosporididzy
u imunokompetentnich 1iimunodeficitnich jedinct, ktefi nebyli infikovani virem HIV
(Friedberg and Ritterband 1999). Od roku 1985 bylo zaznamenano vice nez 60 ptipadi
mikrosporidialnich infekci u pacientli s chronickymi prijmy a AIDS (Centre for Disease
Control 1990).

Mikrosporidie jsou oportunni paraziti, ktefi jsou celosvétové rozSifeni. Pripady
mikrosporididézy se vyskytly vrozvojovych i vyspélych zemich zahrnujicich Argentinu,
Australii, Botswanu, Brazilii, Kanadu, Ceskou republiku, Francii, Némecko, Indii, Italii,
Japonsko, Nizozemi, Novy Zéland, Spanélsko, Sri Lanku, Svédsko, Svycarsko, Thajsko,
Ugandu, Velkou Britanii, USA a Zambii (Bryan and Schwarz 1999). Nejvyssi zachytnost
onemocnéni u imunodeficitnich jedinct je v severni Americe, zapadni Evropeé a Australii

(Weber et al. 1994).

2.4.2 Zdroje infekce a jeji pFenos
Mikrosporidie se do prostiedi uvoliiuji ve stolici, moc¢i a dychacimi sekrety. Cesty
pfenosu a zdroje mikrosporidialni infekce mohou byt rizné a to pfes poranéni, oralni, dychaci
cestou, nebo skrz oko jak bylo testovano u kralikti (Cox et al. 1979), mysi (Didier et al. 1994)
a opic (Tzipori et al. 1997).



Ptenos z cClovéka na c¢lovéka miize byt horizontalni i vertikalni. Vertikalni pienos
mikrosporidiéz z matky na potomstvo byl popsan u hlodavct, kralikd, karnivord a primati
(s vyjimkou ¢lovéka) (Snowden et al. 1998, Snowden and Shadduck 1999, Didier et al. 1998).
Tento ptenos ulidi nebyl zaznamenan. Pfitomnost mikrosporidii v dychacim ustroji
a travicim traktu nakazenych jedinci a exkrece spor v moci a vykalech dokazuje mozny
horizontalni pfenos cestami, které zahrnuji fekaln&-oralni, ordlné-ordlni transmisi, inhalaci
kontaminovaného aerosolu a ptijem kontaminovaného jidla a vody (Bryan and Schwarz 1999,
Mota et al. 2000, Weber et al. 2000, Deplazes et al. 2000). Dal§imi nebezpec¢nymi faktory
horizontdlniho ptfenosu pro vnik mikrosporididlni infekce jsou homosexudlni praktiky,
intravenozni aplikace drog a kontakt s kontaminovou vodou (Hutin et al. 1998, Dascomb et al.
2000, Deplazes et al. 2000).

V minulosti neexistoval Zadny piimy dikaz pfenosu mikrosporidii ze zvifete na
clovéka. AZ nyni bylo potvrzeno, Ze zvifeci druhy mikrosporidii mohou infikovat ¢lovéka
(MclInnes and Steward 1991). E. cuniculi se béZzné nachéazi u savcl a Encephalitozoon spp. je
ptilezitostné nalezen u ptakii rodu Agapornis (Canning 1988). E. hellem byl nalezen
u papousku (Black et al. 1997), E. intestinalis se objevil u rtiznych savct (osli, psi, prasata,
kravy, kozy) v Mexiku (Bornay-Llinares et al. 1998) a Enterocytozoon bieneusi byl nalezen
v trusu hospodaiskych zvitat, pfedevsim prasat, ale 1 u skotu (Deplazes et al. 1996, Rinder et
al. 2000) a u v zajeti chovanych i vvvoln¢ Zzijicich zvirat (Mansfield et al. 1997, Haro et al.

2005, Slodkowicz-Kowalska et al. 2007).

Ptimy ditkkaz ptfenosu mikrosporididézy ze zvifete na ¢lovéka byl zaznamenan u ditéte,
které bylo vystaveno kontaktu s vrhu Sténat infikovanych E. cuniculi (Mclnnes and Stewart
1991). Druhy mikrosporidii nalézané u ¢loveéka byly identifikovany iu jinych druht zvifat,
coz naznacuje pravdépodobnost pfimého nebo nepitimého zoonotického prenosu (Bryan and
Schwarz 1999, Deplazes et al. 2000).

Neékteré vlastnosti mikrosporidii naznacuji mozny pienos pomoci vody. Mikrosporidie
infikujici ¢lovéka mohou lehce opoustét hostitele s vykaly a moci. Tak mohou dale infikovat
dalsi zvifata a kontaminovat vodni zdroje. Mikrosporidialni spory jsou odolné a ve vodé
mohou ptezit dlouhy ¢as. Spoéry jsou malé a proto nejsou jednoduse odstranitelné filtraci.
Jejich infekéni davka je relativné nizka (Franzen and Miiller 1999). Mnoho druhii
mikrosporidii infikujicich ¢lovéka bylo nalezeno v rtiznych vodnich zdrojich jako jsou
podzemni a povrchové vody. K ndkaze miZe dojit pfi rekreacnim koupani, z horkych

prament a pitim (Hutin et al. 1998, Dascomb et al. 2000). ZvySené procento nakaz bylo
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zjisténo u lidi Zijicich v blizkosti rozvodnych systémil (Cotte et al. 1999). Vysledky ze studie
pouzivajici molekularni metody k identifikaci mikrosporidii objevily pfitomnost
E. intestinalis, FE. bieneusi, V. corneae Vv kalech, odpadnich vodach, povrchovych
1 podzemnich vodach ve Francii a USA (Down et al. 1998, Sparfel et al.1997), coz ukazuje na
vodu jako mozného plivodce mikrosporidioz (Enriques et al. 1998).

Mikrosporidie patfi mezi parazity, jejichz pfenos je mozny jidlem jako vysledek
globalizace, rychlejSiho transporu jidla, zvySenym cestovanim konzumenti a zménou jidelni
struktury spotfeby (Slifko et al. 2000, Orlandi et al 2002). Nakaza je moZna piijmem
nedovaieného masa (Hutin et al. 1998).

Nékaza je mozna i pomoci vektoru, obycejné hmyzu. Brachiola algerae je ptirozeny

patogen moskyti, ktery byl nalezen i u krys (Undeen and Alger 1976, Trammer et al. 1997).

2.5 Klinické projevy pri mikrosporidioze

Mikrosporidiéza je infek¢ni onemocnéni zahrnujici gastrointestinalni, pulmonalni,
nasalni, okularni, muskularni, cerebrdlni a systémové infekce. Mikrosporidie zpiisobuji
zavaznd onemocnéni u HIV-pozitivni a jinak imunosuprimovanych pacienti (Orenstein et al.
1997).

Gastrointestinalni onemocnéni a onemocnéni zlucovych cest byvaji obvykle zpiisobena
druhy E. bieneusi (Caramello et al. 1995), Encephalitozoon spp. (Chu et al. 1996) a Nosema
(Mc Innes et al. 1993). Tito paraziti zpasobuji tézké, nekrvavé, nemukoidni prijmy,
doprovazené pomalu postupujicim Ubytkem hmotnosti, tukli, D-xylozy a vitaminu B12
(Cornet et al. 1996). Prijmy se objevuji postupné a trvaji n€kolik mésicti. Pacienti Casto
odmitaji jidlo a mohou si stéZovat na zalude¢ni nevolnost (Kotler et al. 1990). S infekci
zluéniku souvisi cholangitida a cholecystitida (Willson et al. 1995). Diseminované infekce
zahrnuji tézké infekce mocového systému, predevsim ledvin (Dore et al. 1995).

Vedle gastrointestinalnich infekci je okularni infekce nejb&znéjsi mikrosporidialni
onemocnéni Clovéka (Lowder 1993). Tyto infekce spocivaji predev§im ve vzniku
keratokonjuktivitidy, kterd byvd nejcastéji zpusobena druhy E. hellem, E. cuniculi
a E. intestinalis (Cali 1991). Toto onemocnéni se projevuje zanéty spojivky a epitelidlni

keratopatii, kterd bézn¢ vede k snizeni ostrosti vidéni. Keratokonjuktivitida ma casto mirny
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priubéh, ale mohou se objevit 1 t€Zkd onemocnéni, kterd mohou vést ke vzniku naddoru rohovky
(Lowder 1993).

Pulmonalni infekce jsou méné bézné, vétSinou asymptomatické. Infekce postihuji dolni
useky dychacich cest a mohou byt Casto asociovany s branchiolitidou ¢i pneumonii (Remadi
et al. 1995). Nékdy miize infekce vést ke vzniku pneumonie a celkovému selhani dychani
(Weber et al. 1997). Tyto mikrosporididzy jsou zplsobeny zastupci rodu Encephalitozoon
spp., avsak byly popsany ptipady, kdy pivodcem nékazy byl E. bieneusi (De Aguila et al.
1997, Weber et al. 1992).

Cerebralni mikrosporidiéza je zplsobend E. cumiculi. Projevuje se bolestmi hlavy,
celkovou seSlosti, nevolnosti a zvracenim (Weber et al. 1997). Tento druh muZe vyvolat
1 hepatitidu, ktera se projevuje vyCerpanim, prijjmy a ztratou hmotnosti. Objevuje se horecka

a dochazi k odumirani jaternich bunck (Tereda et al 1987).

2.6 Diagnostické metody

Diagnostika lidskych mikrosporidioz je zavisla na identifikaci spor ve vzorcich, jako
jsou vzorky stolice, stievni tekutina a Zlu¢, spojivkovy vytér, bronchoalveolarni tekutina,
sliny ahleny, tkanové biopsie. Identifikace spér ve vzorcich je naroc¢na, protoze tyto
organismy jsou velmi malé. Diagnostika lidskych mikrosporididz prosla béhem poslednich let
velkymi zménami. Pavodné byla zaloZzena na urfeni pomoci transmisni elektronové
mikroskopie, ale v posledni dob& byly vyvinuty nové barvici techniky, které jsou vhodné pro

svételnou mikroskopii, a metody jako PCR a jiné molekularni detekce.

2.6.1 Transmisni elektronova mikroskopie
Plvodné celd diagnostika mikrosporidii vyzadovala ultrastrukturni vySetfeni biopsie
tkang, vzorku télnich tekutin (mo¢, hleny, sliny, bronchoalveoldrni tekutina, stfevni tekutiny,
zlu¢, mozkomisni mok) nebo vzork stolice pro transmisni elektronovou mikroskopii, protoze
organismy jsou malé amaji odliSné barvici charakteristiky (Croft et al. 1997, Curry
and Canning 1993). Diagnostickym znakem mikrosporidii je jejich dobie viditelnd unikéatni
ultrastruktura, kterou tvoii sto¢ena polova trubice. Identifikace do rodu a druhu je zalozena na

strukturnich rysech spoéry, proliferujicich formach, metodach déleni. V tkani jsou casto
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pozorovatelna vsSechna stadia zivotniho cyklu, zatimco ve vzorcich stolice mizeme vidét
pouze spéry (Mc William and Curry 1990).

Detekce mikrosporidii pomoci transmisni elektronové mikroskopie je vysoce
specificka, ale tato technika postrada citlivost, zvlast¢ u vzorkl télnich tekutin a stolice.
Podobn¢ i pfiprava a vysetieni vzorki jsou velmi laboratorné i ¢asoveé narocné (Carter et al.

1996, Connolly et al. 1991).

2.6.2 Svételna a fluorescen¢ni mikroskopie

Vysetfeni vzorkii pomoci svételné mikroskopie je nejCastéji rutinn€ pouZzivanou
technikou pro zjisténi mikrosporidii, ale rod a druh neni timto zpisobem mozn¢ urcit. Paraziti
jsou viditelni jako ovalné drobné utvary uvniti bunék. Mikrosporidie obarvené pomoci
Gramova barveni jsou Gram pozitivni (Friedberg et al. 1999) podobné kvasinkdm, od nichz je
1ze odlisit specidlnim barvenim, napt. Weberovym modifikovanym Trichromem (Weber et al.
1994). To odhali zafivé rtizovocervené spory a vétSina znich md vyrazné Sikmé nebo
vodorovné pruhy a nemaji zadné pucici struktury, coz je jednoduse odliSuje od kvasinek.

Diagnostika v roztéru vzorku pomoci fluorescenéni mikroskopie je pomérné rychla
a snadnd. Pouzivaji se rlizné chemifluorescenéni zjasiiovace jako je Calcofluor nebo Uvitex,
které se vazi na chitin ve sporovém obalu mikrosporidii (Weber et al. 1994). Ackoli je
fluorescen¢éni barveni vice citivé neZ trichromové barveni, miize vést k mylnym pozitivnim

vysledkiim zpiisobenych podobnosti v barveni kvasinkovych bun¢k.

2.6.3 Histologie

Protoze jsou spdry malé, zavisi diagnostika mikrosporidii na odlisném kontrastu spor
a ostatniho celuldrniho obsahu. Spory obarvené béznym hematoxylin-eosinovym barvenim
mohou byt lehce prehlédnutelné i zkusenymi patology (Mc William and Curry 1990). Tkéané
se mohou barvit Gramovym, Brown-Brennovym, Brown-Hoppsovym barvenim. Tyto metody
jsou velmi vhodné pro barveni parafinovych tfezli (Kotler et al. 1994). Fluorescen¢ni barvici
techniky s optickymi zjasniovaci jsou snadné a rychlé a citlivost téchto barveni je velmi
vysoka. Hlavni vyhodou téchto postupt je, ze mohou byt kombinovany s dal§imi barvicimi
technikami (Conteas et al. 1996). Giemsovo barveni, barveni pomoci chromotropu 2R nebo
fluorochromem se pouZivaji pro diagnostiku intestinalnich mikrosporidii. Tyto metody vSak

vyzaduji Cerstvé tkané (Schwarz et al. 1994).
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2.6.4 Bunécéné kultury

Moznost kultivace nékolika druhti mikrosporidii infikujicich ¢lovéka nam usnadiuje
pochopit biologické aspekty vztahu hostitel-parazit, imunologické odpovédi pro diagnostiku
aurCeni druhu. Tkéanové kultury jsou také pouzivané k urCeni ucinnosti antimikrobialnich
latek na nékteré druhy mikrosporidii (Beauvais et al. 1994, He et al. 1996). Kultury
kombinované s ultrastrukturnimi, biochemickymi, antigennimi nebo molekularnim analyzami
se pouzivaji k potvrzeni infekci zplsobenych jiz existujicim druhem mikrosporidie
(Visvesvara et al. 1995), stejn€ jako k urceni novych druht (Shadduck et al. 1990). Avsak
pouzivani téchto béznych klinickych diagnostik je ¢asové naro¢né a pouze specializované
laboratofe jsou schopné mikrosporidialni kultury udrzet.

Mikrosporidie byly tuspé€Sné€ kultivovany v mnoha savéich bunéénych liniich
zahrnujicich opici a kralici ledvinné bunky, lidské fetalni plicni fibroblasty a nékolik ostatnich
bunécénych linii (Visvesvara et al. 1991). Druhy, které¢ byly kultivované z lidskych vzork,
jsou E. hellem (Desser et al. 1992), E. cuniculi (Shadduck 1969), E. ntestinalis (Van Gool et
al. 1994), V. corneae (Shadduck et al.1990) a T. homonis (Hollister et al. 1996). Pokusy
o vytvoreni stabilni kultury E. bieneusi byly dosud neuspésné. Neschopnost ristu E. bieneusi
v kultufe mtZze odraZzet potfebu nékterych specifickych nutriénich faktor, které dosud

bunécné kultury nemohou poskytnout (Visvesvara et al. 1995).

2.6.5 Zvireci modely

Zviteci modely tvoii zdklad pro studium imunitni odpovédi apro hodnoceni
diagnostickych metod, pfipadnou vakcinaci, terapii a cesty pienosu (Didier et al. 1994).
Pouzivaji se také pro produkci polyklonalnich a monoklonélnich protilatek (Visvesvara et al.
1994). Nekolik zvifecich modelt bylo vyvinuto pro studium mikrosporidialni infekce. Mysi
BALB/c a C57BL/6 jsou pouzivany jako zvifeci model a jsou intraperitonealné infikovany
mikrosporidiemi rodu E. cuniculi, E. hellem a V. corneae (Gannon 1980). Mysi SCID jsou
infikovani oralni cestou a to spérami E. cuniculi (Koudela et al. 1993). Zvifeci model pro
infekci E. bieneusi je obtizné vyvinout. Experimentalni oralni infekce byla Gispé$né provedena

u opic (Tzipori et al. 1997) a u prasat (Kondova et al. 1998).
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2.6.6 Detekce antigenu

Specifické mikrosporidialni antigeny se pouzivaji v imunofluorescencnich testech pro
diagnostiku a druhové urceni mikrosporidie. Polyklonalni a monoklonalni protilatky byly také
pouzity ve Western blot analyze pro urceni n¢kolika druhti mikrosporidii (Aldras et al. 1994).
Tyto imunoflourescencni protilatkové testy se pozivaji k rozpoznani druhové specifickych
priteinli ve stén¢ spor a polové trubice mikrosporidie. Byly provedeny studie, které
srovnavaly imunofluorescen¢ni detekci s béznymi barvicimi metodami, a tyto studie ukazaly
mensi citlivost imunofluorescence. Imunofluorescencni antigenova detekce by meéla byt
pouzivand jako potvrzujici diagnostika, nebo u druhového urceni az po pocatecni diagnostice
provedené beznymi barvicimi metodami jako fluorescencni barveni nebo barveni

chromotropem (Beauvais et al. 1994).

2.6.7 Detekce protilatek

Razné serologické testy byly vyvinuty pro detekci IgG algM protilatek
u mikrosporidii, zvlast€¢ u E. cuniculi. Mezi tyto testy patii napiiklad CIA (carbon
immunoassay), IFA (indirect immunofluorescence assay), ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) a Western blotting (Peacock et al. 1994, Hollister et al. 1991, Didier. et
al. 1993). N¢které z téchto testl jsou bézné pouzivané pii detekci protilatek u nékterych druhti
zvitat (Hollister et al 1989, Henriksen 1986). Serologické testy byly pouzivané i u lidi, ale zde
neni jisté, jedna-li se o skuteCnou infekci, reakce, které nebyly zpisobené parazitem,
zktizenou reakci s dalSimi mikrosporidiemi, nebo jinymi mikroorganismy, nebo
nespecifickou reakci (Weber et al. 1999). Serologickd zkiizend reaktivita mezi
mikrosporidiemi byla prokdzana imunofluorescenci nebo Western blottingem (Weiss et al.

1992).

2.6.8 Molekularni studie
Molekularni studie mikrosporidii jsou na  pocatku vyvoje. Pouzivaji se pro
taxonomickou klasifikaci, fylogenetické studie a zvlasté pro detekci a druhové urceni
mikrosporidii ve vzorcich (Franzen et al. 1999). Polymerazova fetézova reakce je zaloZena na
odli$nost genid pro malou a velkou podjednotku ribozomélni RNA a pouziva se v diagnostice
a k ur€eni druht infikujicich ¢lovéka (Katinka et al. 2002). Amplifikace DNA pomoci PCR

nabizi dobry pfistup k diagnostice mikrosporidiézy s vyhodou urceni jednotlivych druh
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(Muller et al. 1999). Dal§im krokem, pfichdzejicim po PCR je potvrzeni nebo specificka
identifikace produkti PCR. Tyto metody zahrnuji sekvenovani DNA, heteroduplexovou
analyzu (metoda piimé diagnostiky DNA zalozena na tvorbé heteroduplexii mutovaného ¢i
nemutovan¢ho vldkna) a RFLP (metoda zjiStovani genetického profilu, dnes se jiZ moc
nepouziva). Southern analyza (pfeneseni molekul DNA z gelu na membranu, lepsi vizualizace

vysledki z elektroforézy) mtze byt také pouzitd k uréeni E. bieneusi (Vossbrinck et al. 1993).

2.6.9 Hybridizace
Hybridizace byla vyvinuta pro diagnézu infekce E. bieneusi ulidi a experimentalné
infikovanych SIV-pozitivnich opic (Carville et al. 1997). Toto vysetieni opét sleduje gen pro
malou podjednotku rRNA E. bieneusi, kterd pomahéd urcit odliSna mikrosporidialni stadia
zahrnujici plazmodia a spory. Tato metoda je citlivd, ale ¢asové naro¢nd (Velasquez et al.

1999).

2.7 Terapie

Dnes jsou zndmé dva druhy Iékd, které jsou primarné pouzivané k 1é€bé lidskych
a zvifecich mikrosporidiéz. Albendazol je benzimidazol, ktery ma protihelmintovou
a protihoubovou aktivitu a inhibuje polymeraci tubulinu. Tento 1€k je UCinny pro druhy
Encephalitozoon, které infikuji savce vcetné Cloveka, ale u druhu E. bieneusi neni Gcinnost
zarucena (Kotler and Orenstein 1999, Conteas et al. 2000). Druhym lékem je fumagillin, ktery
vznikd jako antibiotikum houby Aspergillus fumigatus. Je vysoce ucinny pii 1écbé
keratokonjuktivitid, zpasobenym druhy Encephalitozoon (Conteas et al. 2000, Chan et al.
2003). Fumagillin je velmi uinny pii 1é¢bé infekci vyvolanych druhem E. bieneusi, ale
zpiisobuje neutropenie a trombocytopenie u nékterych paciantdl, proto byva pouZzivan jeho
méné toxicky analog TNP-470 (Molina et al. 2002, Coyle et al. 1998). Dal§im lékem muze
byt HAART (high active retroviral therapy), ktery Gspé$né ni¢i mikrosporidialni infekce. Dale
mohou byt k 1é¢bé mikrosporidoz pouzity furazolidon, sinefungin, azithromycin, itraconazol
a otreotidin (Canning and Lom 1986, Kotler and Orenstein 1998, Kotler and Orenstein 1999,
Conteas et al. 2000).
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2.8 Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi byl poprvé popsan v roce 1985 u HIV-pozitivniho pacienta
(Desportes et al. 1985). Od té doby byl tento parazit shledan odpovédny za 30 az 50 %
chronickych prijmi astim souvisicich ztrat hmotnosti a malabsorbci (Shadduck and
Orenstein 1993). Navic bylo zjisténo, Ze je sdruzeny s hepatobiliarii a plicnimi infekcemi
a zpusobuje papilarni zazeni, cholecystitidu a cholangitidu (McWhitney et al. 1991,
Beaugerie et al. 1992, Weber et al. 1992, Pol et al. 1993). E. bieneusi je nejvice frekventovana
mikrosporidie u lidi, specialn¢ u HIV-pozitivnich pacientli. Tento parazit je spojovan
pfedevsim s chronickymi prijmy a ztratou hmotnosti, ale byl diagnostikovan iu pacientt
s jinou imunosupresi a uimunokompetentnich cestovatelii, ukterych prijmy spontdnné
mizely (Weber and Bryan 1994, Sobottka et al. 1995). Tento patogen je dnes zndmy 1 u prasat
(Deplazes et al. 1996), krav, koz, kurat, kocek, krocani (del Aguila et al. 1999)
a u imunodefecitnich opic (Tzipori et al. 1997).

Zdroje mikrosporididlnich lidskych infekci a cesty transmise nejsou zcela znamé.
Neékteré diikkazy naznacuji, ze transmise probiha pfes kontaminovanou vodu (Dowd et al.
1998, Marshall et al. 1997, Sparfel et al. 1997).

Enterocytozoon bieneusi byl nalezen u prasat iu jinych doméacich zvitat jako kraliku,
psti, koz, osli (Lores et al. 2002). U téchto ptipadi vSak neni znamo, zda doslo k aktivni
infekci, nebo pasazi spor zazivacim traktem (del Aguila et al. 1999). Nicméné to dokazuje
vylu€ovani spoér zvifaty do prostiedi, coz muze nabidnout jiné mozné cesty transmise
a rozsifit tak védomosti lidské epidemiologie tohoto druhu (Lores et al. 2002).

Enterocytozoon bieneusi se vyviji v piimém kontaktu s hostiteskou bunécnou
cytoplazmou, kde v brzkych stadiich podstupuji jaderné déleni k vytvotfeni multinuklearnich
merogonialnich plazmodii, kterd obsahuji elektro-lucentni $térbiny (Cali and Takvorian 1999,
Véavra and Larson 1999, Desportes-Livage 2000). Tato stadia jsou v blizkém styku
s hostitelkym endoplazmatickym retikulem a mitochondriemi. Meronty se dale vyviji ve
sporonty, u nichz se kolem jadra formuje polové vldkno, ¢imz se morfogeneze vystielovaciho
aparatu u skupiny Enterocytozoonidae odliSuje od jinym mikrosporidiim. Cytokinese se dale
soustfedi na jednotlivé zralé spory oddélené z plazmodia (Kotler et Orenstein 1998).
E. bieneusi se svou velikosti asi 1,0 um x 1,5 um patii mezi nejmensi mikrosporidie. Spory
obklopuje relativné tenké chitinézni endospora, vlastni jediné jadro a obsahuji polarni vlakno,

které se staci asi Sestkrat, Casto ma dvojité seskupeni (Didier et al. 2004).
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Enterocytozoon bieneusi nebyl dodnes uspé$né kultivovan, coZ naznacuje odlisné
biochemické, imunologické charakteristiky. Nekodujici ¢asti genomu, jako ITS (internal
transcribed spacers) rRNA genu, vysvétluji polymorfismus, jenz poskytuje odliSnosti
v jednotlivych kmenech tohoto druhu. Diky ITS byly podany dilkkazy o existenci nejméné
5 odlignych kment E. bieneusi infikujicich ¢lovéka. Ctyfi z nich byly odliseny pravé diky ITS
sekvencim (Rinder et al. 1997, Liguory et al. 1998, Breitenmoser et al. 1999, Rinder,
Katzwinkel-Wladarsch et al. 1999).

2.8.1 Zoonoticky potencial Enterocytozoonu bieneusi

Vroce 2006 byla provedena studie, kterd se zabyvala potencidln€ patogennimi
genotypy E. bieneusi pro Clovéka asledovala vztahy genotypd infikujicich lidi a ptaky.
Sekven¢ni analyza provedena u ptaCich vzorka ukazala genotyp velmi podobny genotypu
Peru6, popsaném u pacientli v Peru. Tyto dva genotypy se li§i pouze v jednom nukleotidu na
3’-konci fragmentu PCR, coZ naznacuje vysoky zoonoticky potencidl ptaci E. bieneusi
a nedostatek transmisnich bariér mezi ptdky alidmi, coz signalizuje, ze ptaci mohou byt
potencionalnim zdrojem lidské infekce a vyznamnym zdrojem kontaminace prostredi. VétSina
infikovanych ptaki byla zfejmé bez klinickych pfiznakid a slouzila jako asymptomaticky
nositel mikrosporididlnich druhtli, proto mohou byt mikrosporidie pro ptdky oportunnim
parazitem, stejn¢ jako pro cloveka (Lobo et al. 2006).

Genotypy vyskytujici se u clov€éka byly nalezeny 1u hospodaiskych zvitat. Mezi
genotypy nalezené u prasat i lidi patii genotypy EbpC, EbpD, genotyp D a CAF1. Genotypy
EbpC a EbpD byly nalezeny u prasat a jsou velmi blizce pfibuzné genotyplim vyskytujicim se
u lidi (Breitenmoser et al. 1999). Genotyp D je blizSi ostatnim genotypim E. bieneusi
objevujicich se u prasat, nez nalezenym genotyptim u lidi (Buckholt et al. 2002). Tak je tomu
iu genotypu CAF1, ktery miize zplisobit mikrosporidialni infekci u lidi (Jeong et al. 2007).
Potencialn¢ patogenni genotypy byly nalezeny i u dobytka, ale tyto genotypy jsou genotyplim
vyskytujicim se u ¢lovéka méné blizké ve srovnani s genotypy popsanymi u prasat (Rinder et
al. 2000, Satin et al. 2005).

Byla zkouména pouze mala cast hospodaiskych zvitat na ptitomnost E. bieneusi jako
potencidlni zdroj lidské infekce. Zatimco nékteré genotypy E. bieneusi maji uzkou
hostitelskou specifitu, jiné se mohou vyskytovat u Sirokého spektra zivoc¢ichd. Ptikladem je

genotyp D, ktery byl nalezen u lidi, makak, prasat, bobril, ondater, myvall a dobytka.
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Obr. 2: Ptehled zndmych genotypil E. bieneusi (Mathias et al. 2005)

|
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2.8.2 Enterocytozoon bieneusi u prasat a jinych hospodarskych zvirat

Enterocytozoon bieneusi byl poprvé u prasat detekovan v roce 1996 ve Svycarsku, kde
byly na ptitomnost mikrosporidialni infekce testovany vzorky trusu pst, kocek, ptakd, telat,
ovci aprasat. Spory byly nalezeny pouze ve Ctyfech vzorcich praseciho trusu, kdy dva
pochézely od selat a dva od prasnic. B€hem ¢tyi nasledujicich mésici byly provedeny dalsi
dva odbéry vzorki na téze farmé. Spory byly objeveny ve vzorcich trusu jinych prasat.

K identifikaci byla pouZita metoda PCR a sekven¢ni analyza. ITS sekvence DNA ukézaly

97% shodu sdruhy E. bieneusi izolovaného
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mikrosporididzy nebyly u prasat pozorovany. Tato studie dokumentuje, Ze prasata jsou timto
druhem pfirozenég infikovana (Deplazes et al. 1996).

Osmnéactiméesi¢ni vyzkum provedeny u prasat na jatkach v USA ukazal, ze 32 % prasat
bylo pozitivnich na pfitomnost E. bieneusi. Tato studie se zabyvala ur¢enim prevalence
u prasat a otazkou, zda mohou byt prasata potencionalnim zdrojem pro lidskou infekci.
K vyzkumu byly pouzity vzorky trusu, Zluce, zlu¢niku a jater, které pochazely z jatek v New
Hollandu, Massachusetts, New Hampshiru a Vermotu. Za dobu osmnéacti mésicti bylo sebrano
celkem 202 vzorkd. Z toho bylo 32 % pozitivnich na E. bieneusi. Piekvapivé bylo takeé
zjisténo, ze u prasat vazicich méné nez 10 kilogramii byl nizsi pocet nakazenych, nez u prasat
vazicich vice. U prasat bylo nalezeno n¢kolik odlisSnych genotypii E. bieneusi. V Buckholtove
studii byl vyizolovan genotyp D, ktery byl piivodné objeven u lidi, typ F piivodné nalezen
pravé uprasat abylo objeveno 9 dalSich do té doby neobjevenych genotypi. Ty byly
oznaceny za PigEBITSI az 9. Tyto typy byly pfitomny ve vzorcich trusu i zluce (Buckholt et
al. 2002).

Ve Svycarsku byly studovany vzorky trusu 109 prasat, 24 krav, koni a lidek na
pritomnost E. bieneusi, které poté byly srovnavany s druhy izolovanymi z 13 HIV-pozitivnich
pacient?l Zijicich ve Svycarsku. U zkoumanych zvifat byla zji§téna infekce pouze u prasat,
mezi kterymi bylo 35 % pozitivnich na E. bieneusi. Analyza ITS sekvenci odhalila u prasat 4
odlisné genotypy, které byly velmi blizké genotypiim vyizolovanym z lidskych vzorka. Ty
byly totozné z 96,3 az 98,8 %. Odlisné hodnoty prevalence, ve srovnani s vyzkumem
provadénym v Massachusetts, mohou odrézet geografické a sezonni odchylky, nebo odlisnosti
v citlivosti pouzitych technik. Také byl prokazan narist infekce v teplejSim obdobi, tedy na
jafe a v 1ét¢ (Breitenmoser et al. 1999).

E. bieneusi vyskytujici se u selat mize zplsobovat prijmové onemocnéni. Ve studii
provadéné v Korejské republice bylo sledovano 472 selat, ze kterych 237 mélo priymy. Z 237
selat s prijmem bylo 38, tedy 16 %, pozitivnich na E. bieneusi. Ze 235 selat bez prijmu bylo
29 pozitivnich na E. bieneusi, coz odpovidd 12 %. Tento druh byl nalezen pouze u selat
mladsi jednoho tydne a Castecné i u selat starych jeden az dva tydny. Tento organismus muiize
zpusobovat asymptomatické infekce u starSich selat (starSich ¢ty tydnti), unichz nebyly
vyznamné rozdily v mife vyskytu jedincii s a bez prijmu. Metodou PCR bylo odhaleno pét
odlisnych genotypt (PEbA-PEbE). Ctyfi genotypy (PEbA-PEbD) byly shodné s genotypy
plvodné nalezenymi u prasat, zatimco paty genotyp (PEbE) byl identifikovan jako typ CAF1,

ktery byl piivodn€ nalezen v lidskych vzorcich, coZ naznacuje, Ze tento genotyp je
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nejvzdalengji piibuzny ostatnim genotypiim a to znamend, Zze PEbE by mohl byt potencialni
spojkou mezi lidmi a prasaty (Du-Kyung Jeong et al. 2007).

V roce 2000 byl detegovan pomoci PCR E. bieneusi u telat. Jedna se o prvni detekci
u tohoto hostitele. Z 28 vzorkl trusu byly 3 pozitivni. U tfi infikovanych telat byly nalezeny
dva odlisné genotypy. Jeden byl nazvan genotyp I a byl nalezen u dvou telat, druhy byl
genotyp J, ktery byl identifikovan u tietiho telete. V prubchu této studie byly vySetfovany
1 vzorky trusu prasat, u kterych byly objeveny dosud neznamé genotypy: genotyp G a genotyp
H. Oba tyto genotypy byly izolovany z prasat trpicich prijmem. U prasat byl nalezen
1 genotyp F. U jednoho z prasat byly detekovany smiSena infekce obéma odlisSnymi genotypy,
ato G a H. Tyto genotypy mohou reprezentovat dvé tiidy rDNA genll v jednom a tom samém
druhu E. bieneusi. Zajimavé je, ze jeden genotyp (G) ukazuje blizky vztah ke genotypu
vyskytujicimu se u ¢loveéka (C), zatimco druhy genotyp (H) je mnohem vice ptibuzny jinym
druhtim izolovanych z prasat (Rinder et al. 2000).

E. bieneusi se vyskytuje u Sirokého spektra domacich zvirat, cemuz nasvédcuje studie
provadéna v Galicii ve Spanélsku. Zde bylo odebrano celkem 87 vzorkd trusu, které
pochézely od 75 doméacich zvitat. Bylo vysetfeno 22 kralika, 17 psi, 10 kocek, 4 prasata, 2
osli, 10 koni, 7 koz a 3 kravy, které pochazeli z vesnic v provinciich Pontevedra a Ourense.
Pomoci svételné mikroskopie bylo odhaleno malé mnoZstvi spor o velikosti asi 1 az 1,5 pm,
v nekterych ptipadech az 2,5 um. Metoda PCR odhalila, ze E. bieneusi byl pfitomen u dvou
pst (11,7 %) a jedné kozy (14,2 %) (Lores et al. 2002).

Experimentalni infekce prasat byla provedena v roce 1998. Pfi tomto pokusu bylo
pouzito 29 novorozenych selat. VétSina selat byla infikovana po 24 hodinach davkami spor
E. bieneusi lidskych a opicich izolatd. U téchto infikovanych a kontrolnich selat byly denné
sledovany ptiznaky infekce, zmény hmotnosti a vylu¢ovani spér v trusu. Selata byla zabita
v odliSnych fazich infekce ajejich ¢asti traviciho traktu a stfeva byla vySetfena pomoci
histologie, imunohistologie a hybridizacnimi analyzami. Vysledekem toho pokusu byla
uspésna infekce E. bieneusi vSech infikovanych selat bez ohledu na pivod spér a imunitni
stav jedince. U medikament6zné imunosuprimovanych jedincli doslo k dfivéjSimu pocatku
vylucovani spor, jejichz mnozstvi unich bylo také kvantitativné vEtSi ve srovnéni se
s neimunosuprimovanymi selaty. Lidské a opi¢i izolaty shodné a stejné rychle infikovaly
gnotobioticka selata a vzorky izolované z nakazenych selat pak byly stejné infek¢ni i pro dalsi
selata. To ukazuje, ze se E. bieneusi z jednoho vzorku muze potencionadln¢ déle §ifit mezi

selaty. VyluCovani spor v trusu probihalo u vSech zvifat az do konce pokusu, nejdelsi doba
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byla 50 dni. U zvifat se objevily malé, nebo Zadné ptiznaky prijmu a ztraty télesné hmotnosti.
Je mozné, ze nedostatek ptiznakd mohl byt disledkem kratké doby pozorovani. U selat doslo
k infekei enterocytl a stievnich bunék. Nebyl zadny dikaz infekce hepatobiliarniho stromu
a jinych visceralnich organti selat béhem tohoto experimentu. Model selete tak mize byt nyni
pouzivan pro vyhodnoceni terapeutickych faktorti pti infekci E. bieneusi. Infikovana selata
mohou byt také pouZzita pro vytvareni parazitického materidlu pro nasledny laboratorni
vyzkum zahrnujici genomové knihovny a parazitické antigeny pro specifickou produkci
protilatek (Kondova et al. 1998).

Zlu¢ovy systém prasat byl poprvé experimentalné pouzit ke kultivaci E. bieneusi
v roce 2000. K tomu bylo pouzito 6 zdravych ctyftydennich selat, pochazejicich ze stejného
vrhu. Dvé z nich byla podrobena imunosupresivni terapii po dobu prvnich Ctyt tydnt. Tti ze
selat, kde 1 bylo imunosuprimovéno, byla oradln¢ inokulovdna sporami E. bieneusi. Ostatni
selata byla injekéné inokulovdna pfimo do Zluéniku stejnym mnoZstvim spor. VSech 6 selat
bylo opétovné infikovano devét tydnli po prvni inokulaci. U zvifat byly tydné kontrolovany
symptomy, zmény télesné hmotnosti a piitomnost vylu¢ovanych spor v trusu a zluci. Detekce
téchto parazitil v trusu a zlu¢i modifikovanym Trichromem a PCR amplifikaci byla pouZita ke
kultivaci E. bieneusi ve zvitatech. V trusu byly spory detegovany pouze u dvou prasat béhem
prvniho tydne po opakované infekci. VSech 6 zvitat bylo pozitivnich na infekci E. bieneusi
bez ohledu na jejich imunitni stav. Imunosupresivni 1écba neméla vliv na dobu vylu¢ovani
u ostatnich zvifat, ale vylucovani spor ve zluCi pokraCovalo. VyluCovani spor zluci bylo
zaznamenano nejdiive pét tydnli po prvni inokulaci, zatimco v trusu byly spory piitomny jiz
od prvnich dntl po inokulaci. Spory ve zluci byly u zvitat objeveny mezi patym a dvanactym
tydnem pokusu. Mnozstvi spor ve zluci se ke konci pokusu zvySovalo, zatimco ve vzorcich

trusu jiz nebyli paraziti detegovani (Lee 2000).
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Obr. 3: Fylogenetické vztahy prasecich genotypu E. bieneusi ( Du-Kyung Jeong et al. 2007)
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3 METODY

3.1 Detekce spor v trusu

Spéry mikrosporidii jsou bézné€ detekovany mikroskopicky a to pouzitim barveni
Calcofluor White M2R (Vavra et al. 1993). Vzorky trusu jsou rozetteny na podlozni sklicko,
nechany uschnout a fixovany methanolem po dobu 2 minut. Spory jsou zviditelnény barvenim
0,1% calcofluorem M2R (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) v PBS po dobu 10 minut. Ke
snadnéjSimu odliSeni spor jsou natéry dobarveny 0,5% Evansovou modfi. Vzorky jsou
prohliZzeny fluorescen¢nim mikroskopem Olympus IX70 s pouzitim UV filtru o vinové délce

490 nm pfi zvétSeni 1000krat s olejovou imerzi.

3.2 Molekularni charakteristika mikrosporidialnich druhi a genotypi

3.2.1 Izolace DNA
0,2 az 0,3 grami kazdého vzorku trusu je homogenizovéno sklenénymi kulickami
o priméru 0,5 mm pomoci Mini-BeadBeateru (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) po
dobu 120 sekund a rychlosti 5000 rpm. DNA je extrahovana pomoci QIAamp DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) podle vyrobcova navodu. Ziskanda DNA je poté
skladovéna pii -20 °C.

3.2.2 Molekularni identifikace a charakterizace E. bieneusi
Nested PCR protokol, ktery odliSuje E. bieneusi od ostatnich mikrosporidii, které
béZzné nalézame u Cloveka, je pouzivan k amplifikaci 508 bp fragmentu malé podjednotky
rRNA genu sestavajiciho z 122 bp na 3’-konci SSU rRNA genu, 243 bp ITS a 143 bp na 5'-
konci LSU rRNA genu (Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996). Pro primarni a sekundéarni
amplifikaci jsou pouzivany sady primeri MSP-1 a MSP-2B, MSP-3 a MSP-4B. PCR
amplifikace sestavd z 35 cykll. Ziskané produkty jsou elektroforeticky rozdéleny ve 2%

agarozovém gelu a zviditelnény ethidium bromidem pfi koncentraci 0,2 mg/ml.
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Vsechny produkty amplifikace jsou sekvenovany v obou smérech pomoci BigDye
Terminator chemistries (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s pouzitim sekundarnich
primerd MSP-3 a MSP-4B a sekvenovany pomoci ABI PRISM 3031 sekvenatoru (Applied
Biosystems). Vysledné sekvence jsou analyzovany pomoci programu ChromasPro Version

1.32  (Technelysium Pty. Ltd., QId, Australia) a Clustal X (ftp:/ftp-igbmc.u-

strasbg. fr/pub/ClustalX/) a srovnany s referen¢nimi sekvencemi GenBank.
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4 DISKUSE

V roce 1996 byl E. bieneusi poprvé popsan u prasat a od tohoto roku bylo provedeno
mnoho studii, béhem nichz bylo detekovano né€kolik odliSnych genotyptl E. bieneusi infikujici
prasata. Nékteré z téchto genotypl se velmi podobaji genotypim E. bieneusi vyizolovanym
z lidskych vzorkt, kde je shoda v sekvencich genu pro podjednotky ribozémi 96,3 az 98,8 %
(Breitenmoser et al. 1999), coz naznacuje potencionalni roli prasat jako zdroj lidské infekce.
Podle studii Deplazese a Breitenmosera s kolektivy byly u prasat pozorovany prevalence 32
az 35 %. Rozdily v hodnotach prevalenci mohou odrazet odliSnosti v citlivosti pouZitych
technik, ale i geografické a sezonni odchylky, kdy v teplejSim obdobi byl zaznamenan vyssi
podil mikrosporidalnich infekei (Deplazes et al. 1996, Breitenmoser et al. 1999). E. bieneusi
u prasat postihuje predevS§im zluCovy systém azazivaci trakt, coz mize byt obcas
doprovazeno prijmy. V roce 1998 byla poprvé uspésné provedena experimentalni infekce
prasat, ke které byly pouzity opic¢i alidské izolaty E. bieneusi. Nebyl sledovan rozdil
v infektivité lidskych a opicich izolatd, navic si spory pasazované pies selata ponechavaly
plvodni infektivitu a virulenci pro dalsi selata (Kondova et al. 1998). V roce 2000 byl pro
kultivaci uspésné pouzit praseci zluCovy systém (Lee 2000). Vzhledem k obtizné in vitro
kultivaci umoziiuje vnimavost selat k riznym izolatim E. bieneusi vyuziti téchto hostitelt
jako modelového organismu za ucelem terapeutického testovani, pomnozeni ptvodnich
izolath pro dalsi laboratorni vyzkumy zahrnujici sestrojeni genovych knihoven nebo ziskani
parazitickych antigeni pro produkci spacifickych protilatek..

Enterocytozoon bieneusi byl popsan iu jinych hospodéiskych zvitat. U telat byly
vroce 2000 detekovany dva genotypy ato genotyp I a genotyp J (Rinder et al. 2000).
Ptitomnost tohoto parazita byla prokazana 1 u kraliki, osli, koni a koz (Lores et al. 2002).

I vCeské republice lze predpokladat vyskyt mikrosporidiovych infekci
u hospodaiskych zvifat, zejména v chovech prasat. Vysledky ziskané vySetfovanim riznych
vékovych kategorii prasat na farmach v Ceské republice ukazuji, Zze prevalence E. bieneusi
v chovech je velmi vysokd, dosahujici aZz 94 % Navic byly identifikovany genotypy
E. bieneusi potenciondlné patogenni pro ¢lovéka, jmenovité genotyp-D a Peru9 (Sak et al.
2008).

Prasata jsou pfirozen¢ infikovana druhem Enterocytozoon bieneusi, ktery se vyskytuje

1ujinych zivoc¢ichi vcetné clovéka. Doposud nebyla prasata a jind hospodaiska zvitata
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studovana jako mozny rezervoar mikrosporidiové infekce. Tak by se spory uvolilovaly do
pudy, kde by mohly zvySovat riziko vzniku infekce u kteréhokoliv Zivocicha. Toto by
znamenalo 1 hrozbu kontaminace pidy a prostiedi prostiednictvim zemédé€lskych postupi,
naptiklad hnojenim chlévskou mrvou. Z takto kontaminovanych pid se spory mohou snadno
dostat do podzemnich vod a tak se miize zvySovat riziko vzniku infekce pro ¢lovéka a jiné
zivoCichy. Tento model by mohl vysvétlovat vyskyt nékterych genotypil E. bieneusi jak u lidi

tak u prasat.
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5 ZAMERY DO BUDOUCNA

Na zéklad¢ této literarni reSerSe se v magisterském studiu zaméiim na praktickou
stranku tohoto problému. Jiz v uplynulém studiu jsem si vyzkouSela nékteré postupy
souvisejici s timto tématem. V budoucim vyzkumu budu postupovat podle navrzené

metodiky, kde budu detekovat rizné praseci genotypy E. bieneusi.
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