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1. CILE PRACE

1. Kiriticky zpracovat literarni reSersi na dané téma

2. Ptedbézny pokus:
Pokusit se zalozit in vitro kulturu Trachipleistophora hominis s vyuzitim
laboratornich postupt zahrnujicich praci s pokusnymi zvifaty, s bunéénymi

kulturami a se sporami mikrosporidii.

2. LITERARNI RESERSE

2.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou eukaryotni obligatni intracelularni paraziti fazeni
do samostatného kmene Mikrosporidia. Tento kmen zahrnuje ptiblizn€ 1200 znamych
druhii, fazenych do 150 rodi (Keeling et Fast 2002).

Vétsina mikrosporidii jsou paraziti ¢lenovet a ryb (Wittner 1999). Nicméné
nekteré mikrosporidie parazituji v teplokrevnych obratlovcich vcetné clovéka
(Canning et Lom 1986, Didier et al. 1998, Wittner 1999, Cali et Takvorian 2003).

Ackoliv mikrosporidie byly dlouho povazovany za Protozoa, vysledky
fylogenetickych analyz ukézaly, ze jsou blizce pfibuzné kmenu Fungi (Keeling et
McFadden 1998, Weiss et Vossbrinck 1998). V soucasnosti jsou mikrosporidie
zafazeny v ramci kmene Fungi (Keeling et al. 2000, Keeling 2003).

2.2 Hospodarsky a medicinsky vyznam

Prvni mikrosporidie byla popsana v polovin¢ devatenactého stoleti, kdyz
pebrine pustosila chovy bource morusového (Bombix mori) a hrozilo zniceni celého
hedvabného primyslu v Evropé. Jako plvodce tohoto onemocnéni byl pozorovan
mikroskopicky parazit pojmenovany vroce 1857 Niagelim jako Nosema bombycis.

V soucasné dobé maji mikrosporidie hlavni dopad pfedevsim na komercni chov

ryb, hedvabnictvi a vcelatstvi (Becnel et Andreadis 1999, Shaw et Kent 1999).
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Prvni mikrosporidie popsana u savcl byla Encephalitozoon cuniculi, pivodné
popsana u kraliki v roce 1922. Tento druh je nyni zndmy u Sirokého spektra savéich
hostiteld.

V roce 1959 byly poprvé zaznamendny piipady lidskych mikrosporidiovych
infekci (Matsubayashi et al. 1959). Avsak tyto pfipady byly pomérné vzacné ptiblizné
do poloviny sedmdesatych let dvacatého stoleti. Tehdy dramaticky vzrostl pocet
zaznamenanych infekci v dasledku narGstu poctu imunodeficientnich jedinct, bud’
postizenych virem HIV, nebo s imunitou sniZzenou uzivanim imunosuprimujicich 1€kt
(Weber et al. 1994). Od té doby bylo popsdno mnoho dalSich druhti a mikrosporidie

nabyly na vyznamu.

2.3 Morfologie mikrosporidii

Charakteristickym znakem mikrosporidii je tvorba spor (obr. 1), které jsou také
infek¢nim stddiem. Spory jsou velice odolné vii¢i podminkam vnégj$iho prostiedi a jsou
to jedina stadia, kterd jsou zivotaschopna mimo hostitelskou burku.

Velikost spor se pohybuje od 1 um u Enterocytozoon bieneusi do 40 pm
u Bacillidium filiferum. Mohou byt kulaté, ovalné, tyCinkovité, hruskovité nebo
srpkovité. Nicméné nejobvyklejsi tvar je ovalny. Nékteré mikrosporidie maji rizny
tvar v riznych fazich svého vyvojového cyklu. Sténa mikrosporidii je tvofena dvéma
vrstvami, elektrodenzni exosporou, kterad je tvofena z glykoproteinu, a elektrolucentni
endosporou, tvofenou chitinem a bilkovinami. Endospora je ten¢i na vrcholku spory,
v misté kotviciho disku. Pod vnitini endosporou je plasmatickd membrana.

Zrala spora obsahuje vystielovaci aparat, ktery je pro mikrosporidie typicky.
Tento aparat tvofi tfi ¢asti: polaroplast, coz je vlastné siln¢ pozménény Golgiho aparat;
dlouhd dutd polova trubice a posteriorni vakuola. Pélova trubice je v anteriorni ¢asti
upevnéna kotvicim diskem a rozeznavadme u ni dvé ¢asti. Anteriorni rovnou ¢ast, ktera
je obklopena lamelarnim polaroplastem a posteriorni cast, kterd je stoCena. Pocet
zavitl a jejich usporadani je druhoveé specifické. Polova trubice méti od 0,1 pm do 0,2
pm v priméru a od 50 um do 500 pm na délku (Keohane et Weiss 1999, Vavra et
Larsson 1999).



Obr. 1: Struktura mikrosporidialni spory

(podle Vavra, 1976, upraveno)

AD - kotevni disk pélové trubice
CM - plazmatickd membrana
EN - endospora

EX - exospora

MNB - rovna ¢ast polové trubice

N - jadro

PA - pélovy otvor

PB - posterosom

PF - pdlova trubice, polové vlakno
PL - lamelérni polaroplast

PS - polovy vak

PV - posteriorni vakuola

RER - endoplazmatické retikulum
s ribozomy

VPL - méchytkovity polaroplast

2.4 Stavba bunky

Bunka mikrosporidii vykazuje fadu dulezitych a jedine¢nych znakd. Nema
typicky Golgiho aparat, peroxisomy ani hydrogenosomy (Vavra et Larsson 1999).
Dlouho se ptedpokladalo, Ze mikrosporidie neobsahuji ani mitochondrie. Byl u nich
vSak nalezen gen pro HSP70 (heat shock protein), coz naznacuje, ze se mikrosporidie
vyvinuly z pfedka, ktery mitochondrie obsahoval (Peyretaillade et al. 1998). Za pouziti
optické a transmisni elektronové mikroskopie byly v Trachipleistophora hominis
objeveny pocetné drobné organely s dvojitou membranou, méfici pfiblizné 50 x 90
nm, které jsou povazovany za reliktni mitochondrie (William et al. 2002). Tyto

organely byly objeveny i v dalSich prozkoumanych mikrosporidiich (Vavra 2005).
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Mikrosporidie maji typické eukaryotni jadro, hladké i drsné endoplazmatické
retikulum, vnitrobunéény membranovy systém a cytoskelet. Byla prokdzana také
pritomnost atypického Golgiho aparatu (Vavra et Larsson 1999).

Mikrosporididlni genom je mnohem mensSi, nez by se u Eukaryot dalo
oCekavat. V ramci celého kmene se u vSech doposud genotypizovanych druht
pohybuje od 2,3 Mbp do 19,5 Mbp. Navzdory jeho malé velikosti je ve vSech dalSich
charakteristikach cCist¢ eukaryotni: ma mnohocetné linearni chromosomy, telomery
a déleni blizké mitoze (Keeling et Fast 2002).

Ribozomy mikrosporidii jsou prokaryontniho typu (70S), sestdvajici z malé
podjednotky 16S a velké podjednotky 23S rRNA (ribozomalni RNA). Sekvence
odpovidajici typicky eukaryotni 5,8S rRNA neexistuje v mikrosporidiich jako
oddélend molekula, ale je zaclenéna do 23S rRNA (Canning et Vavra 2000).

2.5 Infekce hostitelské buniky

Mechanismus, kterym mikrosporidie pronikaji do hostitelské burky, je jednim
znejvice sofistikovanych mechanismi vibec. Tento mechanismus zajistuje, Ze
mikrosporidie je schopna proniknout do hostitelské bunky takika nepozorované
a zéaroven je chrdnéna pfed obrannymi mechanismy hostitele (Franzen 2005).

Byly objeveny dva zplsoby, kterymi mikrosporidie mohou pronikat
do hostitelské burky. Prvnim zplsobem je vystieleni polové trubice. K vystieleni
polové trubice dochdzi za vhodnych podminek - zména pH, osmotického tlaku
a iontovych poméri (Keohane et Weiss 1998). Mechanismus, kterym dochézi
k naristu osmotického tlaku uvnitt spory, neni doposud zcela objasnén. Jednou
z moznych pficin je rozklad disacharidu trehald6zy na monomery glukosy. Timto se
efektivné zvySuje mnozstvi rozpusténych molekul uvnitt spory, coz vede k piijmu
velkého mnozstvi vody a tim k nartistdni osmotického tlaku (Keeling et Fast 2002). Pti
zvySeni osmotického tlaku uvniti aktivované spory dojde k prolomeni stény v jeji
anteriorni oblasti a vystieleni polové trubice (Franzen 2005). Mechanismus vystieleni
polové trubice je Casto pifirovnavan ke svlékani prstu rukavice zevnitt ven. Toto
obraceni zac¢ina na vrcholku spory po prolomenti jeji ztencené stény (Keohane et Weiss

1999). Jakmile je trubice pln¢ vystfelena, pretrvavajici tlak uvnitf spory



(pravdépodobn¢ diky bobtnajici posteriorni vakuole) skrz ni protlaci infekcni
sporoplasmu do hostitelské buriky. Pfenos celé sporoplasmy trva pouze 15 - 500 ms
(Keeling et Fast 2002).

Dalsi zpisob, kterym mohou mikrosporidie pronikat do hostitelské butiky, je
fagocytdza. Spora je fagocytovana bunikou a fagozom s fagocytovou sporou dospiva
v lysozom. Sporoplasma je schopna uniknout z dospélého lysozomu a infikovat

cytoplasmu hostitelské buiiky vystielenim polové trubice (Franzen 2005).

2.6 Zivotni cyklus

Obecn¢é muze byt zivotni cyklus mikrosporidii rozdélen do tii ¢asti: infekéni
faze, proliferativni faze a faze sporogonie (Cali et Takvorian 1999). Infekce vétSinou
probiha fekalné-oralnim pfenosem, ackoliv i vertikalni nebo transplacentarni pienos je
dosti bézny u masozravct (napf. liSek a pst). U ¢lov€ka zatim tento pienos nebyl
zaznamenan (Didier et al. 1998).

Kdyz se spora dostane do vhodného hostitele, sporoplasma je injikovana
do hostitelské bunky. V novém hostiteli zahdji sporoplasma reprodukci koncici
produkci spor. Prvnim krokem je dozravani sporoplasmy v meronta, ktery se po
obdobi ristu a jaderného déleni dale deli na dcefiné bunky, merozoity. Meronti
a merozoiti jsou morfologicky identi¢ti. Sekrece elektrodenzniho materidlu na povrch
plazmatické membrany je ultrastrukturdlnim znakem, Ze parazit vstoupil do
sporogonialni faze reprodukce. Kdyz je bunka pokryta elektrodenznim materidlem, je
klasifikovana jako sporont. Sporogonie zahrnuje déleni sporontli a jejich dcefinych
buné¢k, az dokud neni vytvoren kone¢ny produkt déleni: sporoblast. Sporoblast dozrava
a méni se na sporu (Vavra et Larsson 1999).

Nékteré mikrosporidie se vyviji pfimo v cytoplasmé hostitelské bunky.
Nekteré, jako naptiklad Encephalitozoon cuniculi a Glugoides intestinalis, prodélavaji
vSak svlj vyvoj v parazitoforni vakuole. Tato vakuola odd€luje membranou
cytoplasmu hostitelské bunky od mikrosporidie. Mechanismus, kterym mikrosporidie
tuto vakuolu vytvareji, neni zndm. V pocatecnich fazich vyvoje se mikrosporidiova

stadia nachazi v tésné blizkosti membrany vakuoly. B€hem sporogonie se membrana



zac¢ina odd¢€lovat od povrchu parazita a sporoblasty a spory lezi jiz volné ve stfedu

vakuoly (Vavra et Larsson 1999, Franzen 2005).

2.7 Taxonomie

vvvvvv

Diivgjsi taxonomie dé¢lila mikrosporidie do dvou zikladnich skupin,
Pansporoblastia a Apansporoblastia v zévislosti na pfitomnosti nebo absenci
sporoforniho vacku (Canning et Lom 1986).

V soucasné dob¢ se mikrosporidie déli také do dvou tfid, a to pfedevSim podle
bunééného cyklu, typu hostitele, morfologie spor a typu ptenosu. Do tiidy
Dihaplophasea jsou fazeny mikrosporidie, jejichz jadro béhem Zivotniho cyklu tvofi
diplokaryon, dvé trvale sdruzend synchronné se délici jadra. Do tfidy Haplophasea
fadime ty mikrosporidie, které ve vSech fazich svého vyvojového cyklu maji pouze

jedno izolované jadro (Sprague et al. 1992).

2.8 Mikrosporidie vyskytujici se u ¢lovéka

Mikrosporidie, které zptisobuji onemocnéni u ¢loveéka, pochazeji z osmi rodi -
Nosema, Vittaforma, Brachiola, Pleistophora, Encephalitozoon, Enterocytozoon a
Trachipleistophora. VSechny do soucasnosti nezatazené mikrosporidie jsou fazeny
do rodu Microsporidium sp. (Juarez et al. 2005)

Mezi nejcastéji diagnostikované mikrosporidie u clovéka patii Enterocytozoon
bieneusi, ktery byl poprvé popsan jako gastrointestindlni parazit zptisobujici kachexii
(potencialn¢ smrtelné onemocnéni) u AIDS pacientd. Nyni je zndmo, ze E. bieneusi
infikuje celou fadu lidskych tkéni a to pfedevsim u AIDS a imunosuprimovanych
pacientl. Prilezitostn¢ vSak infikuje i zdravé jedince (Sandfort et al. 1994)

Mikrosporidiéza se projevuje predev§im u imunodeficientnich jedincti, napft.
AIDS pacientd. U imunokompetentnich lidi probiha nemoc vétSinou asymptomaticky.
Z tohoto duvodu jsou také mikrosporidie fazeny mezi parazity, ktefi zpusobuji
oportunni infekce.

Hlavnim klinickym ptiznakem mikrosporidiové infekce byva prijem. Nicméné
se vzrustajicim poctem mikrosporidii popsanych u lidi vzrista i pocet nemoci, které
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zpiisobuji. Mezi dalsi lidskd onemocnéni patii keratokonjunktivitida, pneumonie,
bronchitida, nefritida, uretritida, prostatitida, hepatitida, encefalitida, myozitida

a peritonitida (Weber et al. 1994, 1999; Franzen et Miiller 2001).

2.9 Diagnostické metody a 1é¢ba mikrosporidiozy

Pivodné byla diagnéza mikrosporidii zaloZzena vyhradné na transmisni
elektronové mikroskopii. Mezi soucasné metody pouzivané k detekci mikrosporididzy
patii svételna a elektronova mikroskopie, histologické, cytologické nebo serologické
vySetfeni, dale vySetfeni pomoci molekularnich metod a kultivace. Pro monitorovani
terapie slouzi cytologické metody; histologické metody zase umoziuji pozorovani
mikrosporidii ptimo ve tkanich (Garcia 2002).

V dnes$ni dobé se mikrosporidie diagnostikuji z rizného klinického materialu.
Jednd se o mo¢, stolici, duodendlni aspirdt, mozkomi$ni mok, sputum,
bronchoalveolarni lavdz, nasalni sekret, stér spojivky, otisk rohovky a biopticky
material.

K 1é¢bé mikrosporididzy se pouziva albendazol, coz je Sirokospektralni
antiparazitikum ze skupiny benzimidazoli. Jeho uc¢inek spociva v inhibici polymerace
tubulinu. Albendazol je nepftili§ u¢inny proti E. bieneusi, ale je vysoce ucinny vuci
ostatnim mikrosporidiim (Kotler et Orenstein 1999, Fournier et al. 2000). Fumagilin,
ovalicin a jejich derivaty také vykazuji antimikrosporidialni aktivitu. Uginek
fumagilinu spociva v ireverzibilni inhibici metionin aminopeptiddzy typu 2 (MetAP2),
kterd je kritickym enzymem pro modifikaci mnoha proteinti. Nevyhodou fumaliginu je

vS§ak jeho toxicita (Zhang et al. 2005).

2.10 SCID mysSi

Pro studium rtiznych aspektti oportunnich infekci u ¢lovéka i u zivocichii jsou
vhodnym modelem imunodeficientni mysSi. Mysi stézkou kombinovanou
imunodeficienci (SCID - severe combined immunodeficient mice) byly vyvinuty
na zakladé BALB/c mysi genetickou autozomadlni recesivni mutaci na 16. genu. Diky
této mutaci neprodukuji SCID mysi zralé T a B lymfocyty (Bosma et al. 1983). Timto
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defektem neni vSak postizena nespecifickd imunita. Hlavnim cytotoxickym elementem
jsou u téchto mysi NK bunky (Hefmanek et al. 1993). Pro studium mikrosporididzy
navrhl SCID mysi jako modelovy organismus Koudela a kol. (Koudela et al. 1993).

2.11 In vitro kultivace medicinky vyznamnych mikrosporidii

Pted néastupem HIV a AIDS byla kultivace mikrosporidii zamétena predevSim
na ekonomicky vyznamné druhy. Mezi tyto druhy patiti Nosema apis a Nosema
bombycis, které parazituji u vcel a bource moruSového, dile Ameson michaelis a
Glugea stephan, které infikuji kraby a motské ryby; Nosema locustae a Vairimorpha
necatrix, oba biologické kontrolni agens zemédélskych skidcii; Brachiola (Nosema)
algerae, kterd infikuje Anopheles spp., prenaseCe maldarie; a Vavraia culiceis, ktera
napada Culex spp., ptenasece filarie (Jaronski 1984).

S nartistajicim poctem mikrosporidii popsanych u lidskych hostiteld se

zapocalo i s kultivaci medicinsky vyznamnych rodt (Visvesvara 2002).

2.11.1 Enterocytozoon bieneusi
Desportes, Le Charpentier, Galian, Bernard, Cochand-Priollet, Larvergne,

Ravisse et Modigliani, 1985

Jde jednoznac¢né o nejcastéji parazitujici mikrosporidii u imunodeficientnich i
imunokompetentnich lidi. Poprvé byla popsana v roce 1985 v enterocytech AIDS
pacienta (Desportes et al. 1985) a nyni se pfedpoklada, Zze u vice jak 30 % AIDS
pacientl trpicich chronickym prijmem je pfi¢inou pravé tato mikrosporidie (Weber et
al. 1994).

Enterocytozoon bieneusi méa vyraznou tkanovou afinitu k enterocytim duodena
a jejuna, ale vyskytuje se i v dalSich ¢éstech stfeva a vzacnéji v epitelu Zlu€ovych cest.
Pti tézkych imunodeficientnich stavech diseminuje do epitelu dychacich cest ¢i dalSich
tkani a plisobi systémovou infekci. Pti pozorovani v elektronovém mikroskopu je tento
druh charakteristicky a dobfe rozeznatelny. Mikrosporidie byvaji lokalizovany mezi
jadrem enterocytu a jeho kartdCovitym lemem volné v cytoplazmé. Vyvojova stadia
jsou nejprve jednojadernymi utvary, rychle dospivajicimi v mnohojadernd kulovita
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plasmodia, ve kterych se zdhy objevuje materidl budoucich organel spory v podobé
denznich trubicovitych agregati. Mnohojaderné¢ plasmodium se nakonec rozpadne
na velké mnozstvi spor s typickou ultrastrukturou. Polové vlakno tvoifi 6 zaviti
umisténych ve dvou paralelnich trojicich. Spory jsou velmi drobné (1,6 um % 1,0 pm),
tenkosténné, ale relativné dobte odolné. Skutecnost, ze Enterocytozoon tvoii budouci
organely spory jiz béhem ¢asného vyvoje plasmodia, je pravdépodobné piizptisobenim
parazita Zivotu v hostitelské bufice. Zivotnost enterocytu je kratka a zv1asté infikované
enterocyty jsou béhem nékolika malo dni vylu€ovany do stfevniho obsahu, kde se
spory uvolni, vystfeli pdlovou trubici a injikuji zarodky mikrosporidie do dalSich
bungk stfevniho epitelu.

Tato mikrosporidie byla poklddana za vyhradniho parazita ¢lovéka a kromé
nejistého néalezu u jezka po dlouhou dobu nebyly znamy infekce dalSich Zivocichi.
Vice nez 10 let po popisu druhu pak bylo zjisténo, ze miize infikovat i prasata
(Deplazes et al. 1996) a dokonce se patrné podilet na zivot ohrozujicich prijmech
(Rinder et al. 1999).

Zpocatku se zdalo, ze genotypizace odhali rozdily v infektivit¢ pro rtzné
hostitele: lidské izolaty se liSily od 4 prasecich genotypt (Breitenmoser et al. 1999).
Zdokonaleni diagnostickych metod pfineslo obrat v pohledu na vyskyt tohoto druhu,
nebot’ se ukazalo, ze Enterocytozoon bieneusi se vyskytuje v fadé genotypt v Sirokém
hostitelském spektru, zahrnujicim kromé clovéka a prasete hovézi dobytek, lamy,
kozy, kréliky, kocky, psy, makaky, kutata a fadu divokych zvitat (Mathis et al. 1999,
Rinder et al. 2000, Dengjel et al. 2001, Lores et al. 2002, Reetz et al. 2002, Sulaiman
et al. 2003, 2004; Green et al. 2004). Pocet dosud popsanych genotypti jiz presahl 50 a
nekteré znich moznd predstavuji odlisSné druhy (Sulaiman et al. 2003). Lidské
genotypy netvoii zddnou vyhranénou skupinu a mnoho z nich je podobnych prase¢im a
opi¢im. Experimentaln¢ se téz zdafily pfenosy lidského izolatu na prase a makaka
se zpocatku soudilo. Kromé¢ imunodeficientnich pacientl tato mikrosporidie infikuje 1
imunokompetentni jedince, pfedevsim dcti (Leelayoova et al. 2005), cestovatele
(Fournier et al. 1998) a star$i lidi (Lores et al. 2002). Infekce je vétSinou spojena
s prijmovym onemocnénim, ale nékdy nejsou zadné klinické ptiznaky zaznamenany.

Doposud selhaly vSechny snahy o udrzeni Enterocytozoon bieneusi ve stabilni

in vitro kultute. Pfi pokusech o zaloZeni stabilni kultury této mikrosporidie van Gool a
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spol. (1994) injikovali do bunéénych kultur vzorky stolice ziskané od nékolika
pacienti, ktefi byli podrobeni biopsii. Biopsie byla provedena za uc¢elem potvrzeni E.
bieneusi. Nebyli v§ak schopni docilit stabilni kultury E. bieneusi, namisto toho dosahli
zavedeni stabilni kultury Encephalitozoon intestinalis. To bylo zfejmé zpisobeno tim,
ze vzorky stolice obsahovaly oba druhy, E. bieneusi i E. intestinalis. Je znamo, Ze
ncktefi pacienti jsou soucasn¢ infikovani obéma témito rody. V téchto ptipadech, E.
intestinalis, kterou lze kultivovat pomérné snadnéji, pravdépodobné roste rychleji a
stabilizuje se, zatimco rast E. bieneusi selhava (Visvesvara 2002).

Visvesvarovi s kol. (1996) se podafilo docilit kratkodobych kultur nékterych
izolatd Enterocytozoon bieneusi. Do bunécnych linii Vero E6 (opici fibroblasty) a HLF
(lidské plicni fibroblasty) byly injikovany vzorky duodendlniho aspiratu a vzorky
biopsie. Tato kultura byla vSak v kone¢né fazi zni¢ena koinfekci adenovirem, ktery byl
téz pfitomen v pacientovych vzorcich. Centrifugované vzorky duodenélniho aspiratu
a vyluhu z biopsie ziskané od jednoho pacienta byly injikovany do stejné kultivacni
nadoby. Po né¢kolika tydnech byly v kultufe pozorovany gram pozitivni sporam
podobné utvary, které métily od 1 do 1,2 um (Visvesvara et al. 1995). Pfi transmisni
elektronové mikroskopii (TEM) byla odhalena rtizna stadia parazita, ktera byla
ve shlucich, tésné nakupena u sebe. Proliferativni stddia byla charakterizovana
elektrolucentni endosporou. Tato stadia byla také v tésném spojeni s hostitelskym
endoplazmatickym retikulem a mitochondriemi. Zralé spory a sporoblasty obsahovaly
dvojité fady zavith polové trubice. Nicméné kultury se postupné zhorSovaly, az byly
nakonec Upln¢ ztraceny (Visvesvara 2002).

Nebyl zadny rozdil mezi tim, zda bylo do kultivacniho média EMEM (Eaglovo
minimalni esencidlni médium) pfiddno 5 % FBS (fetdlni bovinni sérum) a antibiotika
nebo neesencidlni aminokyseliny, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamin, 10 % FBS,
0,005 pg epidermalniho rastového faktoru na ml, 5 pg transferinu na ml, 5 pg insulinu
na 1 ml, 0,005 pg selenu, 0,0072 pg hydrokortizonu na ml, 50 pg gentamycinu na 1 ml
a 5 ug amphotericinu B na 1 ml. Dokonce nebyl zddny rozdil mezi tim, zda infikované
bunécné kultury byly inkubovany v obyc€ejném laboratornim inkubétoru bez specialni
atmosféry nebo v 5% CO; inkubatoru. Zatimco ptidavek antibiotik mlze eliminovat
bakterialni a houbové organismy, jestlize vzorky kontaminuje adenovirus, kultury s E.

bieneusi jsou znic¢eny rastem tohoto viru (Visvesvara et al. 1996). Zatim nejsou zndmy
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zadné ucinné latky, které by dokéazaly eliminovat pouze adenoviry bez soucasnych

negativnich u¢inkii na E. bieneusi (Visvesvara 2002).

2.11.2 Encephalitozoon intestinalis
(Cali, Kolter et Orenstein, 1993) Didier, Rogers, Orenstein, Baker, Vossbrinck,
van Gool, Hartskeerl, Soave et Beaudet, 1996

Tento druh byl poprvé nalezen u AIDS pacienta trpiciho chronickym prijmem
(Blanshard et al. 1992). Pivodné byla tato mikrosporidie pojmenovana jako Septata
intestinalis (Cali et al. 1993) kvili pfitomnosti mimobunééného materidlu, ktery
rozdéluje parazitoforni vakuolu na jednotlivé oblasti, septa. Na zaklad¢
morfologickych, imunologickych, biochemickych a genetickych znaki byla S.
intestinalis reklasifikovana Hartskeerlem a spol. do rodu Encephalitozoon (Hartskeerl
et al. 1995). Donedavna byl tento druh popsan pouze u ¢loveka, pozdé€ji vSak byly
protilatky imunologicky detekovany v trusu osla, psa, prasete, kravy a kozy (Bornay-
Llinares et al. 1998). Tato mikrosporidie je druhou nejcastéji diagnostikovanou
mikrosporidii u ¢lovéka.

Vyvojovy cyklus probiha v parazitoforni vakuole, Casto tésné obklopené
hostitelskymi mitochondriemi. V prib¢hu celého cyklu jsou vSechna vyvojova stadia
jednojaderna a lezi v buiice ve velké vakuole, nedokonale rozd€lené fibrilarnimi septy
na nepravidelné komurky. V proliferativni fazi se tvofi binarnim délenim meronty,
maji jednoduchou cytoplazmatickou membranu, izolované jadro a jednoduché
cytoplazmatické organely. Meronty tohoto druhu jsou usazeny ve fibrilarni siti,
produkované bunkami parazita. Sporogonickd faze je charakterizovdna zesilenim
plazmalemy. Sporonty jsou Casto lokalizovany v centru parazitoformni vakuoly a d¢li
se binarné€ za vzniku sporoblasti. Nasleduje posledni déleni, béhem kterého se objevuji
organely typické pro sporu. Zralé spory méfi 1,2 um x 2,0 um a pdlova trubice je
stocend v jedné fad¢ do 4 - 7 zavith (Cali et al. 1993)

Encephalitozoon intestinalis se v hostiteli §ifi hematogenni cestou
prostiednictvim makrofagti (Obornad 1999). Infikuje pfedevS§im enterocyty, ale také
makrofagy, fibroblasty a bunky endotelu lamina propria. Mize diseminovat do fady

dalsich tkani mimo zazivaci trakt ¢i zpusobit systémové infekce. V bioptickém
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materidlu pozorovaném v elektronovém mikroskopu je tato mikrosporidie rozeznatelna
od jinych druht (Cali et al. 1993).

Do soucasnosti bylo v in vitro kultufe stabilizovano vice nez 27 izolath této
mikrosporidie - 10 izolath bylo ziskano z moci (van Gool et al. 1994, Molina et al.
1995, Visvesvara et al. 1995, Del Aguila et al. 1998, Deplazes et al. 1998), 8 ze stolice
(van Gool et al. 1994), 4 ze sputa (Del Aguila et al. 1998), 3 znasélni sliznice
(Doultree et al. 1995, Deplazes et al. 1996, 1998; Didier et al. 1996), 1
z bronchoalveolarni lavdze (BAL) (Didier et al. 1996), 1 z duodendlniho aspiratu a
z biopsie (Del Aguila et al. 1998). Bunécné linie pouzité k ristu této mikrosporidie
zahrnovaly Vero E6 (opici fibroblasty) a HLF (lidské plicni fibroblasty) (Visvesvara et
al. 1995, Del Aguila et al. 1998), lidské buiikky embryonalnich plic (HEL) (Doultree et
al. 1995), monocyty (MDM) (Doultree et al. 1995), MRC-5 (plicni fibroblasty)
(Molina et al. 1995), RK-13 (kréli¢i ledvinné bunky), MDCK (Madin-Darby psi
ledvinné burnky), intestindlni buiiky (I 047), HT-29 (bunky lidského adenokarcinomu)
a Caco-2 (lidské bunky tlustého stfeva) (Didier et al. 1996). Byla pouzita média
DMEM (Dulbeckem modifikované Eaglovo médium) (Visvesvara et al. 1995; Del
Aguila et al. 1998), RPMI-1640 s ptidavkem 10 % FBS (fetalni bovinni sérum), 2 mM
glutaminu, penicilinu a streptomycinu (Didier et al. 1996), a EMEM s pfidavkem 5 %
FBS, 100 U penicilinu a 100 pg streptomycinu na ml (Doultree et al. 1995).

Vzorky pacienti (mo¢, BAL - bronchoalveolarni lavaz, nasalni epitel a sputum)
byly zpracovany jiz diive pro E. cuniculi a E. hellem. Vzorky duodenalniho aspiratu
a biopsie byly promyty solnym roztokem, vzorky biopsie byly jesté¢ pied injikaci
do bunéénych kultur rozmélnény a promyty (Del Aguila et al. 1998). Postup pii upraveé
vzorkl stolice byl popsan van Goolem a spol. (1994). Vzorky stolice obsahujici velké
mnozstvi spor byly zahuStény sedimenta¢ni metodou. Tyto vzorky byly ziskdny z
AIDS pacientli, u nichz byla biopsie pozitivni na Enterocytozoon bieneusi.
Koncentrované vzorky byly poté suspendovany v roztoku antibiotik, ktery obsahoval
100 pg amoxilinu, vankomycinu a gentamycinu na ml a 50 pg flucytosinu na ml,
umistény na tfepacku a inkubovany pii 37 °C po 18 hodin. Poté byla smés
centrifugovana pii 1550 g 10 min a sediment byl dvakrat promyt v PBS. Pfiblizn¢ 400
pum této smési bylo pfidano k narostlé kultufe RK-13 bun¢k (krali¢i ledvinné bunky)
ukotvené na kolagenem oSetfené Transwell membrané (Costar) s velikosti port 0,4 um
a umisténé v Sesti jamkovém kultivacnim panelu s kultivaénim médiem DMEM
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s ptidavkem 10 % FBS a 2,5 pg erytromycinu na 1 ml. Kultivaéni nadoba byla
centrifugovana 1070 g 30 minut, pH media se ménilo od 7 do 8. Po centrifugaci byla
Transwell membrana dvakrat jemné promyta kultivaénim médiem a kultivacni nadoba
obsahujici Transwell membranu byla inkubovéana dva dny pii 37 °C v CO; inkubatoru.
Poté byla k Transwell membrané znovu piidana smés vzorku s antibiotiky. Kazdé dva
dny bylo také vyménéno kultivaéni médium za Cerstvé. Pouzivanim téchto metod se
van Gool a spol. pokouseli docilit stabilni kultury Enterocytozoon bieneusi, namisto
toho vSak ziskali stabilni kulturu Encephalitozoon intestinalis (van Gool et al. 1994).
Za pouziti metod piivodné popsanych pro manipulaci s Encephalitozoon hellem
a E. cuniculi se podatilo Visvesvarovi (2002) dosahnout stabilnich kultur nékterych
izolath E. intestinalis. BE&zn¢, po ptidani parazita do kultivanich nadob a inkubaci po
nékolik tydnt, bylo vice nez 85 % vSech bunéénych kultur infikovano. V tomto obdobi
bylo velké mnozstvi hostitelskych bun¢k naplnéno sporami a shluky spor byly také
v kultivacnim médiu. Bunécnd suspenze obarvena Gramovym barvenim také odhalila
tetizky slozené ze spor, kazdy fetizek ze dvou, tfi, ¢ty nebo dokonce osmi spor. Po
nc¢kolika mésicich kultivace zni¢ila E. intestinalis vSechny hostitelské bunky
v kulturdch. V této fazi byly na povrchu kultiva¢nich nadob zietelné cytoskeletalni
elementy zni¢enych hostitelskych bun€k a spory, nékteré z nich s vystielenou pélovou
trubici. TEM odhalila vyvoj parazita uvnitf parazitoformni vakuoly, ktera ptipominala

vceli plastev s pirepazkami (Visvesvara 2002).

2.11.3 Encephalitozoon hellem
Didier, Didier, Friedberg, Stenson, Orenstein, Yee, Tio, Davis, Vossbrinck,

Millichamp et Shadduck, 1991

Tento druh byl izolovan z rohovkové tkan€ a ze stéri spojivky tii AIDS pacientil
s keratokonjunktivitidou (Didier et al. 1991). Jde o tfeti nejcastcjSi mikrosporidii
pusobici lidské infekce. Postihuje o€i, dychaci a urogenitalni trakt a pisobi
1 diseminované infekce (Schwartz et al. 1993, Weber et al. 1993, Didier et al. 1996).
Morfologicky jej nelze odlisit od Encephalitozoon cuniculi ani s pouZitim
elektronového mikroskopu. Plivodné byl odliSen na zdklad¢ antigennich rozdila

(Didier et al. 1991), zatimco dnes k tomu slouzi ptredevSim molekularni analyzy.
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Encephalitozoon hellem zplisobuje onemocnéni lidi a ptaka, které se u lidi
vétSinou projevuje jako oportunni infekce u imunosuprimovanych jedinct. Nedavno
byl rovnéz diagnostikovan u kaloné egyptského (Rousettus aegyptiacus), coz rozsituje
jeho hostitelské spektrum (Childs-Sanford et al. 2006). Klinické pfiznaky mohou byt
razné, od asymptomatického roznaSeni spor az po selhani postizeného organu. U lidi
muze mit infekce E. hellem nasledujici klinické projevy: keratokonjunktivitida,
sinusitida, rhinitida, pneumonie, nefritida, ureteritida, prostatitida, cystitida
a diseminované infekce (Franzen et Miiller 2001).

Spory Encephalitozoon hellem méi 1,0 - 1,5 x 2,0 - 2,5 pm, maji
monokaryotické jadro a polova trubice je stocena do 6 - 8 zavitd.

Podobné jako u dalSich druhti mikrosporidii (napt. Encephalitozoon cuniculi
a Enterocytozoon bieneusi), byla geneticka a fenotypova vnitrodruhova variabilita
objevena 1 u Encephalitozoon hellem. Jasny dikaz takové variability poskytl Xiao
a kol. (2001). Analyzou nukleotidovych sekvenci genu pro PTP (polar tube protein)
rozdélili 24 lidskych izolath E. hellem do Ctyt genotypi. V dalsi studii byl mezi sedmi
E. hellem izolaty, ziskanych z HIV pozitivnich pacientli, analyzou genu pro PTP
objeven dalsi, paty genotyp. Na zakladé typu repetice se rozlisSuji dvé alelické rodiny.
Prvni (genotyp 1A, 1C a 1D) ma pouze 60 bp dlouhé repetice, druhd (genotyp 2B
a 2C) ma navic i 66 bp repetice (Haro et al. 2003).

Didierova a spol. (1991) dosahli tspésné kultivace tii izolatd parazita v in vitro
kultute. Jeden z téchto izolati byl ziskan z tkan¢ rohovky AIDS pacienta a dalsi dva ze
stéra spojivky dalSich dvou AIDS pacientl. Vzorky z tkani pacientl byly rozmélnény
a injikovany do MDCK (Madin-Darby butiky psich ledvin) bunééné kultury, poté byly
inkubovany pii 37 °C. Bylo pouzito kultivaéni médium PRMI obsahujici 5 % FBS.
Ackoliv tyto izolaty byly ptivodné morfologicky identifikovany jako E. cuniculi, podle
molekularnich analyz byly identifikovéany jako E. hellem (Didier et al. 1991).

V soucasnosti je vice nez 30 izolath FEncephalitozoon hellem udrzovano
ve stabilnich in vitro kulturach. Tyto izolaty pochazi z riznych casti svéta (Velké
Britanie, Spanélska, Svycarska, Itdlie a USA) a také zrtiznych klinickych vzorkd.
Nékteré ze stéri rohovky a spojivky (Didier et al. 1991, 1996), moci (Visvesvara et al.
1991, 1994; Deplazes et al. 1996, 1998; Didier et al. 1996, Croppo et al. 1998),
bronchoalveolarni lavaze (Gatti et al. 1997, Scaglia et al. 1994, 1997, 1998; Croppo et
al. 1998), sputa (Visvesvara 2002), torakalniho vyplachu (Scaglia et al. 1994, 1997,
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1998; Gatti et al. 1997) a nasalni sliznice (Hollister et al. 1993, Croppo et al. 1998). Ke
kultivaci téchto izolati byly pouzity bunécné linie Vero E6, HLF, MRC-5, MDCK,
RK-13 a fetalni bovinni plicni fibroblasty. Jako kultivaéni médium bylo pouZzito
EMEM nebo RPMI-1400 s pfidavkem FBS. Kultury byly kultivovany pti 37 °C bud’
v inkubatoru s CO; nebo v bézném laboratornim inkubatoru bez specialni atmosféry.

Pted ptidanim spor do bunécnych kultur se v riiznych laboratofich pouzivaji
rizné metody piipravy vzorku. Naptiklad Scaglia a spol. (1994) inkubovali vzorky
v roztoku obsahujicim glutamin, 500 pg streptomycinu, 100 pg gentamycinu, 50 pg
neomycinu a 25 pg amphotericinu B na 1 ml 2 hodiny pti 37 °C.

Uspéna  stabilizace kultury je indikovana zvySenym vyskytem spor
malo tydnech je 70 - 80% bunék v kultufe infikovano. Hostitelské buiky jsou
kompletné naplnény sporami (Visvesvara et al. 1996) a prohlizeni TEM odhali
parazitoforni vakuoly naplnény jak vyvojovymi stadii, tak dospélymi sporami

(Visvesvara et al. 1999).

2.11.4 Encephalitozoon cuniculi

Levaditi, Nicolau et Schoen, 1923

Mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi byla poprvé izolovana z mozku, michy a
ledvin kralika s motorickou paralyzou v roce 1922 (Wright et Craighead 1922) a v roce
1923 byla pojmenovéna (Levaditi et al. 1923).
také nejlépe prostudovanou mikrosporidii. Pfirozené infekce byly zaznamenany u celé
fady druht savcii, zahrnujici hlodavce, zajice, Selmy, pfezvykavce a také primaty
(Canning et Hollister 1987, Didier et al. 1998).

Encephalitozoon cuniculi byl také prvni uspésné izolovanou mikrosporidii
ze savce prevedenou do bunééné kultury (Shadduck 1969), coz zajistilo dostateény
zdroj mikrosporidii pro vyvoj diagnostickych metod a studium experimentalnich
infekci laboratornich zvifat.

Encephalitozoon cuniculi se vyviji intraceluldrné v parazitoforni vakuole

vytvoiené z endoplazmatického retikula hostitelské buiiky (Weidner 1975). VSechna
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vyvojova stadia maji béhem vyvojového cyklu jednoduché jadro. Merogonie probiha
binarnim délenim, meronti zlstavaji v blizkosti membrany vakuoly. Jsou kulati nebo
ovalni, nékdy nepravidelnych tvart, velikost se pohybuje v rozmezi 2 - 6 X 1 - 3 um.
Sporonti se nachazeji volné v centru vakuoly. Sporogonie je vétSinou bisporoblasticka,
déavajici vznik dvéma sporoblastim, ale byla zaznamenana i tetrasporoblasticka.
Po naplnéni parazitoforni vakuoly sporami dochdzi k prasknuti stény této vakuoly a
posléze 1 ruptuie membrany hostitelské buiiky, pficemz jsou infekéni spory uvolnény
do okolniho prosttedi. Velikost spor E. cuniculi se pohybuje mezi 2,0 - 2,5 x 1,0 - 1,5
um a pélova trubice tvofi 5 - 7 zavitl v jedné fad¢ (Canning et Lom 1986).

Encephalitozoon cuniculi infikuje celou tadu hostitelskych bunék jako jsou
napft. endotelidlni buniky cév a tubuli ledvin, epitelialni buiiky a ostatni typy buné¢k
ve vétSing tkani, nejCastéji vSak v mozku a ledvinach (Gannon 1980), kde plsobi
zangtlivé zmény, které se klinicky projevuji jako granulomatozni vaskularitida,
meningoencefalitida a intersticialni nefritida. Je schopny pfezivat v buitkkach hostitele
navzdory aktivované imunitni odpovédi. Konkrétné pieziva v makrofazich, jejichz
prostfednictvim se §ifi do celého téla. NejcastéjSim zplisobem pienosu infekce je
inhalace a ingesce. Infek¢ni spory se do volného prostredi dostavaji exkrementy - moci
a vykaly. Bylo zjisténo, Ze velkd c¢ast populace se béhem svého Zivota s touto
mikrosporidii setkala, protoze mnoho jedincti bez klinickych projevii infekce bylo
serologicky pozitivnich (10 - 14 % osob pobyvajicich v tropech) (Hollister et al. 1991,
van Gool et al. 1997).

Na zékladé¢ biochemickych, imunologickych a molekuldrnich rozdild byly
popsany tfi genotypy (kmeny) E. cuniculi. Kmen I byl ptivodné izolovén a kultivovan
z kraliki (Shadduck 1969), kmen Il pochazi z mysi, ale pozdé€ji byl nalezen v norskych
polarnich liskach (Alopes lagopus) (Didier et al. 1995) a kmen III byl piivodné popsan
u domacich pst (Shadduck et al. 1978). Tyto kmeny nejsou piisn¢ hostitelsky
specifické. Encephalitozoon cuniculi kmen 1 a kmen III byly nalezeny u HIV-
infikovanych jedincti, kmen I ve Svycarsku (Deplazes et al. 1996) a kmen III v USA
(Didier et al. 1996).

Lidské izolaty vSech tii Encephalitozoon (E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis)
a izolaty E. cuniculi ze zvifat jsou morfologicky identické za pouziti svételné
mikroskopie. Navic E. cuniculi je morfologicky neodliSitelny od E. hellem jak

svételnou tak elektronovou mikroskopii.
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Do soucasnosti bylo do stabilni in vitro kultury zavedeno 13 izolatd E. cuniculi
pochazejicich z riznych lidskych vzorki, zahrnujicich moc¢, bronchoalveolarni lavaz
(BAL), sputum a tkain mozku. Tyto izolaty pochdzely z riznych zemi - Velka Britanie,
Italie, USA, Spanélsko a Svycarsko (Visvesvara 2002). Metody pouZzivané k zavedeni
kultury této mikrosporidie jsou pomérné jednoduché. Napiiklad De Groote a spol.
(1995) docilili stabilni kultury E. cuniculi ziskané z moci a sputa AIDS pacienta
za pouziti nasledujicich technik. K zavedeni kultury byl vzorek moci centrifugovan pii
1500 g a po centrifugaci byl odsan supernatant. Sediment byl dvakrat promyt pomoci
centrifugace a sterilni destilované vody. Poté byl sediment pfidan k bunécné kultute
Vero E6, kterd byla udrzovana v kultivaénim médiu (EMEM) obohacenym o 2 mM
glutamin, 10 % FBS, a 50 pg gentamycinu, 1 mg piperacillinu a 5 pg fungizonu na 1
ml. Tyto latky se do média ptfidavaji, aby zabranily rstu bakterii a hub. Vzorek sputa
byl oSetfen Sputolysinem a dvakrat promyt v 50 ml destilované vody. Poté byl odsan
supernatant a sediment byl suspendovan v 1 ml destilované vody a ptidan do bunécné
linie HLF (lidské plicni fibroblasty) s pfidavkem stejnych antibiotik jako v pfedchozim
ptipadé. Médium z kazd¢ kultiva¢ni nddoby bylo v prvni tydnu vyménovano za Cerstvé
kazdy den a poté dvakrat tydné. Kultury byly inkubovany pti 37 °C. Po ¢tyfech az Sesti
tydnech od pridani vorkli byla provedena kontrola. V kultivacnim médiu bylo
objeveno velké mnozstvi spor a mnoho Vero E6 i HLF bunék bylo zvétSeno a
naplnéno vyvojovymi stadii i zralymi sporami (Visvesvara et al. 1999). Byla
provedena centrifugace a nasledné natér ze ziskaného sedimentu. Aby byla prokazéna
pfitomnost spor, bylo pouzito barveni chromotropem 2R (Weber et al. 1992) nebo
Gramovo barveni (Moura et al. 1997).

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) infikovanych bunécnych linii
odhalila pfitomnost nerozdélené parazitoforni vakuoly, kterd obsahovala riizna
vyvojova stadia. Mikrosporidie byly identifikovany jako E. cuniculi na zdkladé¢ PCR
analyzy DNA ziskané z infikovanych kultur (De Groote et al. 1995).

Vroce 1995 dosédhli zavedeni stabilni in vitro kultury E. cuniculi také
Hollisterova a spol. (1995). PouZitd bun&tnéd linie byla MDCK a pouZity vzorek
pochazel zmoci AIDS pacienta. Vzorek byl centrifugovan pfi 1500 g 30 min a
sediment se sporami byl resuspendovan v médie EMEM s pridavkem 200 U
penicilinu, 200 pg streptomycinu a 2,5 ug fungizonu na 1 ml a inkubovan 4 hodiny pii

37 °C. Poté byla suspenze se sporami centrifugovana a spory byly resuspendovany
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v EMEM s 10 % FBS a pfidany do bunétné kultury MDCK. Bunééné kultury byly
poté inkubovany v 5% CO, atmosféie. Izolat byl identifikovan jako E. cuniculi na
zéklad¢ elektronové mikroskopie a DNA analyzy.

Nasledné bylo do stabilni in vitro kultury zavedeno mnoho izolatd E. cuniculi.
Zejména sedm izolath ze Svycarska bylo stabilizovano v lidskych embryonalnich
plicnich fibroblastech (MRC-5) (Deplazes et al. 1996, Mathis et al. 1997, Weber et al.
1997, Deplazes et al. 1998). Tyto izolaty byly ziskdny z moci, bronchoalveolarni
lavaze (BAL), naséalniho aspirdtu a mozkomisniho moku. K zavedeni stabilnich kultur
téchto izolati byly pouzity promyté sedimenty zrtznych klinickych vzorkt.
Sedimenty byly resuspendovany v 10 ml 5 mM HCI, inkubovany 10 min pfii
laboratorni teploté, nasledn¢ dvakrat promyty Hanksovym balanénim roztokem a
pfidany k bunééné linii MRC-5 v mediu EMEM s pfidavkem 10 % FBS, 100 U
penicilinu, 100 pg streptomycinu a 0,25 pg fungizonu na 1 ml a inkubovany v CO,
atmosfére pii 37 °C.

Ackoliv mnoho izolatd E. cuniculi GspéSné roste za pouziti rtiznych vysSe
popsanych metod, u nékterych izolatd snahy o zavedeni stabilni kultury selhédvaji i

navzdory opakovanym snahdm (Visvesvara 2002).

2.11.5 Trachipleistophora hominis
Hollister, Canning, Weidner, Field, Kench et Marriott, 1996

Trachipleistophora hominis byla jako novy druh popsana v roce 1996, kdy byla podle
ultrastrukturalnich znakt odliSena od rodu Pleistophora (Hollister et al. 1996).
Vsechna vyvojova stadia maji na wvngj$i cCasti plasmatické membrany
elektrodenzni povrchovou vrstvu. Jadro je po celou dobu vyvoje parazita neparové.
Pii merogonii dochazi hlavné k bindrnimu déleni binukledrnich meronti za vzniku
dvou jednojadernych merontii (obr. 2). Vicejaderni meronti se ¢tyimi nebo vice jadry
se déli plasmotomii, coz je rozpad na mensi casti. Tyto Casti obsahuji proménlivy
pocet jader a déleni pokracuje az do vzniku jednojadernych merontli. Ve sporogonialni
fazi dochazi k oddé€leni sporonti od povrchové vrstvy, kterd dava zaklad sporoforni
vakuole (Field et al. 1996). Uvnitt sporoforni vakuoly dochazi k opakovanému

binarnimu déleni za vzniku jednojadernych sporoblastii a spor. Se vzristajicim poctem
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déleni dochazi i ke zvétSovani sporoforni vakuoly (Hollister et al. 1996, Canning et
Vévra 2000). Sporoforni vakuola méfi od 5 um primérné do 14 x 11 um a obsahuje
od 2 do 32 spor. Spory jsou hruskovitého tvaru s vyraznou posteriorni vakuolou a méfi
4 x 2,4 um. Polova trubice je stocena v 11 zavitech a plné€ vystielend méti nejméné 75

um (Hollister et al. 1996).

Obr. 2: Trachipleistophora hominis
(podle Canningové a Vavry, 2000, upraveno)

A - binuklearni meront

B, C, D - zvétSujici se sporoforni vakuola
diky opakujicimu se binadrnimu délenim pfti
produkeci sproroblastii

E - spora

mefitko 2 um

Trachipleistophora hominis byla nalezena v kosternim svalstvu c¢loveka.
Poprvé byla izolovana v roce 1985 zimunodeficientniho pacienta, ktery vSak nebyl
HIV pozitivni. Podruhé byla popsana u AIDS pacienta v roce 1993. Ve tfetim piipade¢,
ktery byl diagnostikovan v Australii, byla infekce nalezena kromé svala i v epitelu
rohovky a nasofaryngealnim sekretu (Hollister et al. 1996). Clovék je také jedinym
znamym pfirozenym hostitelem tohoto parazita (Garcia 2002). Trachipleistophora
hominis je vSak schopna vyvijet se ve tkanich moskytii, coz podporuje myslenku, Ze
puvodné se ¢lovek nakazil od bezobratlého hostitele této mikrosporidie (Koudela et al.
2004).

Typickymi pfiznaky pfi infekci 7. hominis je silnd neustupujici bolest svala
a vysoka horecka, obvykle kolem 40 °C. Pii biopsii a histologii z postizenych tkani
byvaji odhaleny typické rozsahlé 1éze sestavajici z centralni nekrotické oblasti, které
jsou obklopeny silng infikovanymi svalovymi vldkny (Lafranchi-Tristem et al. 2001).

K 1&¢be¢ T. hominis je Gspésné pouzivan albendazol, sufadiazin a pyrimethamin
(Field et al. 1996).

Hollisterova a spol. (1996) byli Gspésni pii infekci bunéénych linii stejné tak
1 pti infekci athymickych mysi, dokonce i kdyz material byl ptijat az devét dni po tom,
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co byl ziskdn od pacienta. Purifikované spory, ziskané ze stéru rohovky a biopsie
svall, byly pfidany k n€kolika bunéénym liniim — MDCK, RK-13 (krali¢i ledvinné
bunky), COS-1 (bunky opicich ledvin), L6-C10 (lidska buné¢na linie) a MM (mysi
myoblasty). Buné¢né linie MDCK a RK-13 byly kultivovany v MEM s 10 % FBS;
COS-1 a L6-C10 v DMEM s pfidavkem 2 mM glutaminu a 10 % FBS a MM byly
kultivovany v DMEM s 10 % FBS a 10 % koiiského séra.

Za Uucelem ziskani spor zbiopsie svalu byly tyto vzorky rozmélnény
a inkubovany s pfidavkem 0,25 % trypsinu pii 37 °C po dobu 15 min. Poté byla tato
suspenze dvakrat promyta centrifugovanim a sediment byl navrstven na 50% Percoll
v PBS. Po promyti byly spory resuspendovany v PBS a spocitany. Poté bylo do kazdé
kultivaéni nadoby s bun&Enou linii aplikovano 10° spor. A¢koliv viechny pouZité
bunécné linie podporovaly rist této mikrosporidie, buné¢na linie COS-1 se nakonec
ukazala pro rGst 7. hominis jako nevhodnéj$i a nejvice podporovala rist vSech
vyvojovych stadii. Druhou nejvhodnéjsi se ukazala byt bunéénd linie RK-13. Byla
popsana vSechna vyvojova stadia tohoto parazita a na zdklad¢ analyz fotografii
z TEM bylo usouzeno, Ze tento izolat se morfologicky lisi od Pleistophora a proto byl

ustanoven novy druh 7. hominis (Hollister et al. 1996).

2.11.6 Trachipleistophora extenrec

Vavra, Horak, Modry, LukeS et Koudela, 2006

Tato mikrosporidie byla poprvé izolovdna ze svalovych 1ézi bodlina
paskovaného (Hemicentetes semispinosus), madagaskarského hmyzozravce. Vavrou a
spol. (Vavra et al. 2006) byla sporami 7. extenrec intramuskuldrné infikovana SCID
mysS. Material ziskany ze svalovych 1ézi této mysi byl pouzit pro popis tohoto nového
parazita.

Vsechna vyvojovd stadia této mikrosporidie byla pokryta elektrodenzni
vrstvou, kterd se b&hem sporogonie zménila na sténu sporoforni vakuoly. Uvnitf
sporoforni vakuoly dochézi k déleni mnohojadernych plazmodii za vzniku 8, 16, 32
nebo 1 vice spor. Spory jsou ovalné a méti 4,7 um x 2,8 um, obsahuji vyraznou
posteriorni vakuolu a poélova trubice je isofilarni, sto¢end do 15 - 16 zavitd (10 - 11
zavitl kopiruje sténu spory a dalsi 4 - 5 zavitd je umisténo v druhé linie lokalizované

vice ke stfedu spory).
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Predpoklada se, Ze bodlini se mikrosporidii 7. extenrec infikovali ze své
potravy. Vhledem k tomu, ze Vavrovi a spol. se podafilo infikovat imunodeficientni
SCID mys, je tato mikrosporidie potencidlnim parazitem i1 pro ostatni savce véetné
Cloveka (Vavra et al. 2006)

Koudela a spol. opakovanymi pokusy o kultivace potvrdili vystieleni polovych
trubic spor v kultivaénim mediu. Nasledny rtst byl pozorovan pouze v bunkach RK-
13, pficemz v prabéhu dalsi kultivace dochazelo kubytku poctu sporofornich
méchyikll a prerlstani neinfikovanymi buiikami. Jako pozitivni kontrola kultivac¢nich
podminek byla pouzita bunééna linie RK-13 infikovana mikrosporidii Encephalitozoon

cuniculi. (Koudela B., ustni sdéleni).

2.11.7 Trachipleistophora anthropophthera
Vavra, Yachnis, Shadduck et Orenstein, 1998

Tato mikrosporidie byla poprvé popsina z diseminovanych infekci AIDS
pacientil (Yachnis et al. 1996, Vavra et al. 1998).

Poté byla tato mikrosporidie izolovana zrohovky dvaactyficetiletého, HIV
pozitivniho muze, ktery trpél chronickou keratitidou (Juarez et al. 2003). Material
ziskany ze stéru rohovky byl suspendovan v PBS a takto pfipraveny vzorek byl ptidan
do kultiva¢ni nadoby, kterd obsahovala fibroblasty z dospélého mysiho mozku. Jako
kultiva¢ni médium bylo pouzito MEM (minimdlni esencialni médium) s ptidavkem 5
% FBS a. Kultivacni nadoby byly inkubovany pti 37 °C v 5% CO; inkubatoru.

Imunodeficientni 1lidé jsou jedinym znamym piirozenym hostitelem této
mikrosporidie. Trachipleistophora anthropophthera nejCastéji zptsobuje keratitidu a
encefalitidu, mize vSak diseminovat do fady organt (Visvesvara 2002)

Pti vySetieni TEM a SEM (skenovaci elektronovy mikroskop) byly objeveny
hojné ovalné spory méfici 3,7 um X 2,2 um a kulaté spory métici 1,7 pm x 1,6 pm.
Spory obou tvarti byly v bunééné kultufe pozorovany dva tydny po inkubaci. Pfi TEM
byly odhaleny dva typy sporofornich vakuol. Multisprogoniélni vakuola obsahovala od
8 do 56 spor typu I. Bisporogonidlni vakuola obsahovala pouze dvé spory typu IL.
Spory typu I maji tenkou elektrodenzni sténu, zvinénou exosporu a silnou

elektrolucentni endosporu. Pélova trubice tohoto typu spor je anisofilarni, stocena
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v deviti silnych zavitech a dvou tencich zavitech posunutych ke stfedu spory. Spory
typu II maji tenkou elektrodenzni exosporu a siln¢jsi elektrotransparenti endosporu.
Polova trubice je isofilarni a je stocena ve 2 - 3 zavitech. Existence tohoto dimorfismu
spor, byla vyznamnym dikazem, ze tento izolat je Trachipleistophora

anthropophthera (Juarez et al. 2003).

2.11.8 Vittaforma corneae

(Shadduck, Meccoli, Davis et Font, 1990) Silveira et Canning, 1995

Tato mikrosporidie byla poprvé izolovdna zrohovky imunokompetentniho
pacienta (Shadduck et al. 1990) a pozd¢ji kultivovana in vitro a pojmenovana jako
novy druh Nosema corneum. Tento druh byl zatazen do rodu Nosema na zakladé
diplokaryotického uspotadani jadra a predpokladané disporoblastické sporogonie.
Pfitomnost cisterny hostitelského endoplazmatického retikula obklopujici oddélené
kazdého z parazitli byla tehdy oznacena jako neobvykly jev pro rod Nosema.

Na zaklad¢é pozorovani ultrastruktury a po zjisténi, ze jediné ¢im se Nosema
corneum podoba ostatnim zastupcim rodu Nosema, je diplokaryotické jadro, bylo
navrzeno piefazeni této mikrosporidie do jiného rodu. Bylo vSak zjiSténo, zZe
sporogonie neni disporoblastickd, ale polysporoblastickd a ze kazdy jedinec je po cely
vyvojovy cyklus obklopen cisternou hostitelského endoplazmatického retikula, coz
nema obdoby u zadného jiného diplokaryotického druhu mikrosporidii. Bylo tedy
navrzeno zavedeni nového rodu, ktery byl podle tvaru spor pojmenovan Vittaforma
z latinského VITTA (pasek, stuha) a FORMA (tvar). Nasledovalo také upraveni
druhového jména podle latinské gramatiky z corneum na corneae.

Vittaforma corneae ma po celou dobu vyvojového cyklu jadro
diplokaryotického uspotfadani. VSechna vyvojova stddia jsou individudlné obalena
cisternou endoplazmatického retikula, na niZ nasedaji ribozomy hostitelské burky.
Merogonie probiha binarnim délenim, sporogonie je polysporoblastickd davajici vznik
4 - 8 sporam. Velikost spor je 3,8 um x 1,2 um a pocet zaviti pdlové trubice
se pohybuje od 5 do 7 zavith (Silveira et Canning 1995a,b).

Prvni Gspé$nd kultivace této lidské mikrosporidie byla popsdna Shadduckem

a spol. (1990). Mikrosporidie identifikovana jako Nosema corneum (dnes Vittaforma
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corneae) byla izolovana z biopsie rohovky pétactyficetiletého imunokompetentniho
muze. Shadduck a spol. (1990) pouzili ndkolik metod k izolaci spor. Cést rohovky byla
rozmélnéna a piimo piidana do tii rtiznych bunécénych linii: SIRC (bunky krali¢iho
rohovkového epitelu), MDCK a krali¢i embryondlni fibroblasty, ziskané ze 14 - 16
dennich plodt. Druha ¢ast rohovkového epitelu byla osetfena 0,1% trypsinem a 0,25%
kolagenazou. Takto pfipraveny vzorek byl poté piidan ke stejnym bunéénym liniim
jako v predchozim ptipad€. Bunécné kultury byly kultivovany v EMEM s ptidavkem 5
% FBS a 0,1 % gentamycinu a inkubovany v inkubatoru s 5% CO, atmosférou. Po
tiiceti dnech byla loziska infekce pozorovana v bunéénych liniich SIRC a MDCK, do
kterych byla pfidana rohovkova tkan osetiena trypsinem a kolagendzou. Naproti tomu,
nebyla objevena zadnéd infekce kraliCich embryondlnich bunék ani zadna infekce
v bunéénych liniich, do kterych byla rohovkova tkan ptidana piimo, bez oSetieni
trypsinem a kolagenazou.

Vittaforma corneae uspésné roste v bunéénych liniich Vero E6 a HLF a také
v MDCK a RK-13. Na rozdil od druht rodu Encephalitozoon spory V. corneae
v bunééné kultuie kompletné obklopuji jadro hostitelské bunky.

Nedavno dosahli zavedeni stabilni bunécné kultury V. corneae i Deplazes

a spol. (1998), kteti do bunééné linie MRC-5 aplikovali centrifugovany vzorek moci.

2.11.9 Brachiola spp.

Rod Brachiola byl poprvé izolovan ze skeletdlnich svali AIDS pacienta,
trpiciho myositidou (Cali et al. 1998). Pivodné byla Brachiola zatazena do celedi
Nosematidae kvili jejim vyvojovym charakteristikdm: diplokaryotické jadro, vyvojova
stadia v pfimém kontaktu s hostitelskou cytoplazmou, neptitomnost plazmodidlnich
stadii a disporogonialni sporogonie. Unikatnim znakem rodu Brachiola je jeji
tolerance k teploté 37 °C. Spory jsou ovalné a méfi 2,9 um x 2,0 um, poélova trubice je
stocena v 7 - 8 zavitech.

V soucasnosti jsou do rodu Brachiola tazeni Ctyfi zastupci: Brachiola
vesicularum; Brachiola algerae, dtive Nosema algerae; Brachiola connori, diive
Nosema connori a Brachiola gambiae, dtive Nosema stegomyiae. VSechny tyto druhy,

kromé B. gambiae, byly diagnostikovany u ¢loveka (Cali et al. 2004).

26



Brachiola algerae (pavodné Nosema algerae) Vavra et Undeen 1970 se
vyskytuje jak u imunokompetentnich hostitelt, kde zptsobuje keratokonjunktivitidu,
tak u imunodeficientnich pacienti, u nichz zptasobuje kozni infekce (Visvesvara 2002).

Nosema algerae ziskand z moskytl (nyni reklasifikovana na Brachiola algerae
(Lowman et al. 2000)) byla kultivovana v buiikach prasecich ledvin pfi teplotach 26 a
35 °C a spory ziskané z této in vitro kultivace byly schopny znovu infikovat moskyty
(Undeen 1975). Nicméné, kdyz byly kultury inkubovéany pii 37 a 38 °C, parazit byl
sice schopny proniknout do bunéénych linii, ale do tfi dnti zahynul a neprodukoval
zadné spory, pii 38 °C nebylo dokonce zaznamenano ani proniknuti do bunék.
Nedavno vsak Brachiola algerae izolovana z moskyta byla schopna rist a produkovat
zivotaschopné spory pii 37 °C (Moura et al. 1999).

Brachiola algerae, ziskand z lidské infekce, byla uspésné zavedena do stabilni
in vitro kultury pomérné nedavno. Jako prvni byla stabilizovana buné¢na linie HLF
(lidské plicni fibroblasty). Do této bunécné kultury byl ptidan vzorek ziskany ze stéru
rohovky, do tohoto vzorku byla pfidana stejna antibiotika, ktera byla jiz popsana pro E.
cuniculi (De Groote et al. 1995). Nésledné€ byl tento izolat schopny ristu i v bunééné
linii Vero E6. Druhy izoldt Brachiola algerae, ziskany ze stéri kuze
imunodeficientniho ditéte, které bylo postizeno akutni leukémii, byl zaveden do
stabilni in vitro kultury HLF a Vero E6 bunék. Spory a vSechna vyvojova stadia B.
algerae se vyviji voln¢ v cytoplazmé hostitelské buiiky a v tézce infikovanych
buitkdch se spory stejné¢ jako vyvojova stadia objevuji v tésné blizkosti jadra

hostitelské buiiky (Visvesvara 2002).
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3. PREDBEZNY POKUS

V predbézném pokusu jsem se pokouSela o =zavedeni stabilni kultury
Trachipleistophora hominis do ¢tyt bunécnych linii - MDCK, Vero E6, HCT-8 a Hela.
Ukéazalo se, ze ani jedna ztéchto bunéfnych linii neni vhodnd pro rist této

mikrosporidie.

3.1 MATERIAL A METODY

3.1.1 MATERIAL
3.1.1.1 Spory Trachipleistophora hominis

Byly pouzity spory rodu Trachipleistophora hominis, které byly vyizolovany
z AIDS pacienta Hollisterovou a kol. (1996). Spory byly uchovavany ve sterilni

destilované vodé v lednici pii 4°C.

3.1.1.2 Mysi

Mysi kmene SCID

V préci byly pouzity imunodeficientni mys$i kmene SCID obou pohlavi. Mysi
tohoto kmene pivodné pochdzeji od Dr. G. C. Bosmy (Fox Chase Cancer Center
Philadelphia, USA). SCID mysi byly chovany v izolatorech (BEM Znojmo, Ceska
republika) s HEPA filtry, krmeny komeréni smési (TOP — VELAZ Praha, Ceska
republika) a napajeny vodou ad libitum. Vsechny klece, podestylka, potrava a voda

byly pied pouzitim sterilizovany.
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3.1.1.3 Bunécné linie
Hela bunky

- lidské rakovinné buiiky (rakovina délozniho ¢ipku)
HCT-8

- lidské bunky sttevniho adenokarcinomu

MDCK

- buiky z psich ledvin

Vero E6

- opici fibroblasty

Bunky byly kultivovany v RPMI-1640 mediu s 2,5 % bovinniho fetalniho séra
(ZVOS) a s ptidavkem antibiotik a antimykotik (Sigma) pii 37°C v termostatu.

3.2.1 METODY
3.2.1.1 Infikovani mysSi

Mysi byly infikovany za ucelem udrzeni infekceschopnych spor. Infekce mysi
byla provadéna intramuskuldrng, do zadnich konéetin davkou 10* spor v 50 ul

fyziologického roztoku (PBS).

3.2.1.2 Izolace spor z mysi

Mysi byly usmrceny a byla provedena pitva. V zadnich koncetinach byly
objeveny rozsahlé infekéni 1éze bilé barvy. Tyto 1éze byly vyjmuty a byla pfipravena
suspenze spor protlacenim ziskanych exisi pies sitko. Pocet spor v suspenzi byl

stanoven pocitanim v Biirkerové pocitaci komirce.

3.2.1.3 Infikovani bunéénych linii

Bunécéné linie byly kultivovany v kompletnim kultivaénim mediu RPMI-1640

s ptidavkem 2,5 % bovinniho séra. K pIlné¢ narostlym bunéénym liniim byla sterilné
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pfidana suspenze spor, 1 ml s obsahem 10 spor do kazdé bunécné linie. Bunééné linie

s ptidanou suspenzi byly kultivovany v termostatu pii 37°C.

3.2.1.4 Vyhodnoceni uspésnosti infekce in vitro

Bunécné kultury byly po infekei pribézné kontrolovany a v rozmezi 1-2 tydny
od pfidani spor byla provedena kontrola, zda jsou buniky infikovany. Bunécné linie
byly né€kolikrat promyty cistym mediem a poté byly buiiky seSkrabany ze dna
kultiva¢ni nédoby. Jejich suspenze byla nanesena na podlozni sklicko, barvena
Calcofluorem (Sigma) a prohlizena fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS 1X70)

pti zvétseni 1000 x s olejovou imerzi pii vinové délce 490 nm.

3.2.1.5 Barveni spor pomoci roztoku Calcofluoru White M2R

Pouzité roztoky:
e Evansova modri (0,5% v PBS)
e (Calcofluor White M2R (0,1% PBS)
e PBS (fosfore¢nan sodny 3,6 g, dihydrogenfosfore¢nan draselny 9,1 g, chlorid
sodny 8,5 g, doplnit destilovanou vodou do 1 1; pH 7,2 - 7,4)

Postup:
1. Rozetfeni bunééné suspenze na podlozni sklicko, sklicko ponechéno volné
zaschnout
Fixace methanolem (2 min), op€t ponechano zaschnout
Barveni Calcofluorem (10 min)
Opléachnuti v PBS

Dobarveni Evansovou modii (30 s)

A O

Oplachnuti v PBS a opét ponechéani zaschnout
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Takto ptipravena sklicka byla prohlizena fluorescenénim mikroskopem
(OLYMPUS IX70) pti zvétseni 1000 x s olejovou imerzi pti vinové délce 490 nm.

Calcofluor White M2R (CFW) se specificky vaze na polymery hexapyranozy
v B-konfiguraci a miize byt proto vyuzit pro detekci celulozy a chitinu (Maeda and
Ishida, 1967). Pouziti CFW pro fluorescenni znaceni spor mikrosporidii bylo
zavedeno Vavrou a Chalupskym jiz vroce 1982. Myslenka byla zalozena na
pritomnosti o-chitinu ve vnitini vrstvé (endospote) stény spory (Vavra, 1976).

Obarvené spory mikrosporidii sviti jasné modrobile.

Z pocatku vyhodnocovani UspéSnosti infekce jsem se mylné¢ domnivala, Ze

infekce bunéénych linii byla GspéSna (obr. 3), nasledné jsem vSak tuto domnénku

piehodnotila jako opakovany vyskyt shlukl spor pochazejicich z inkula.

Obr. 3 Priklad domnélé pozitivni infekce bunécné linie Vero E6. Vzorek suspenze
obarveny Calcoflourem po vizualizaci UV svétlem (OLYMPUS 1X70) pii zvétSeni
1000 x. Shluk spor je oznacen bilou Sipkou.
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4. ZAMERY DO BUDOUCNA

Spory Trachipleistophora hominis dale uchovavam na parazitologickém ustavu
AV CR v Ceskych Budgjovicich a diky vyzkouseni né&kterych postuptl, b&zngé
pouzivanych pfi in vitro kultivaci mikrosporidii, jsem pfipravena s t€mito sporami dale
pracovat v magisterském stupni studia.

Na zéklad¢ této reSerSe a vysledkli predbéznych pokust budu v dalsi praci
testovat bunécné linie odvozené od svalovych bunék: L6 (krysi svalové bunky) -
kultivaéni medium DMEM s ptidavkem 10 % FBS, C2C12 (my$i myoblasty) -
kultivaéni medium DMEM s ptidavkem 2 mM glutaminu a 10 - 15 % FBS, L6.C10
(krysi skeletarni svalové myoblasty) - kultivacni medium DMEM s piidavkem 2 mM
glutaminu a 10 % FBS a L6.G8 (krysi skeletarni svalové myoblasty) - kultivaéni
medium DMEM s ptfidavkem 2 mM glutaminu a 10 % FBS. Kultivaéni teplota 37 °C.

Prubéh infekce 7. hominis v riznych bunécnych liniich bude vyhodnocen

rustovymi kiivkami a dokumentovan pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
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