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1 Uvod

1.1 Mikrosporidie

1.1.1 Taxonomie

Mikrosporidie jsou eukaryotni obligatni intracelularni paraziti. Prvni mikrosporidie
(Nosema bombycis) byla identifikovana u housenky bource morusového v roce 1857 a byla
zatfazena do kmene Schyzomyceta (Négeli 1857). Roku 1976 biolog Sprague ustanovil
novy kmen Mikrospora, ktery byl uveden jako podfise Protozoa uvniti fiSe Protista. Kmen
Mikrospora byl nasledné pfejmenovadn na kmen Mikrosporidia, podle ptivodniho nazvu
zaznamenaném Balbianim roku 1882. Mikrosporidie jsou plvodci pébriny u bource
moruSového, onemocnéni véel, ryb a lidi s oslabenym imunitnim systémem (Négeli 1857;
Wittner 1999). Dodnes bylo rozpoznano na 1200 druhti v 150 rodech vyskytujicich se

u bezobratlych 1 obratlovct, vCetné ¢loveka (Wittner 1999).

1.1.2 Fylogeneze

Po popséni genu malé podjednotky rRNA u mikrosporidie Variamorpha necatrix bylo
navrzeno, ze mikrosporidie jsou piibuznéjsi prokaryotickym organismiim vice nez
eukaryotickym. Nepfitomnost pravého Golgiho aparatu a mitochondrii tuto teorii
potvrzovala. Studiem genové sekvence pro a- a B-tubulin, podjednotky RNA polymerazy
II, vazebného proteinu TATA-box, transla¢nich elonga¢nich faktord EF-lo a EF-2,
glutamylové syntézy tRNA a mitochondriového HSP70 byl potvrzen blizsi vztah mezi
mikrosporidiemi a houbami (Keeling et Fast 2002). Toto tvrzeni podporuji i vysledky
molekularni sekvenace genomu Encephalitozoon cuniculi. Mikrosporidie neobsahuji
mitochondrie, avSak gen mitochondrii HSP70 byl nalezen a tudiz je pfedpoklddana

sekundarni ztrata mitochondrii (Keeling et al. 2000; Vivarés et al. 2002).

Podle poslednich poznatkli jsou mikrosporidie fazeny k houbam, pficemz se vyvinuly

z hub po divergenci kmene Chytridiomycetes. Razeni do systému je vSak stile nejasné.

Kmen Mikrosporidia se déli na dveé tfidy Haplophasea (rody Encephalitozoon,
Enterocytozoon, Pleistophora, Trachipleistophora) a Diplophasea (rody Brachiola,
Nosema, Vittaforma) podle poctu utvofenych jader. Haplophasea obsahuji jedno jadro
a Diplophasea maji v prib&hu vyvojového cyklu jadra dvé, tzv. diplokaryon (Sprague et al.
1992).



1.1.3 Struktura

Infekéni stadium mikrosporidii je spora (Obr.1). Ma tvar ovalny, hruskovity 1 kulovity a je
pomérné odolnd vici podminkam vnéjSiho prostiedi. Sténa spdry je tfivrstevna. Sklada se
z vnéjsi elektrodenzni exospory z glykoproteind, elektronlucentni endospory z chitinu
a vnitini plazmatické membrany. Dominantni soucasti spory je vystfelovaci aparat se
spirdlné¢ svinutou poélovou trubici sloZzenou znékolika bilkovinnych vrstev, kterd je
v anteriorni ¢asti spory ukotvend kotevnim diskem. Spora obsahuje zarode¢nou buiku -
sporoplasmu s jednim (monokaryon) nebo dvéma jadry (diplokaryon), volnymi ribozomy,
hrubym endoplazmatickym retikulem, vacky podobnymi Golgimu aparatu (polaroplast)
a vakuolou, ktera se nachéazi v posteriorni ¢asti spory. Mikrosporidie nemaji peroxisomy

ani mitochondrie. Spory maji bézné velikost 1 —3 umna 1,5 — 4 pm.

Obr. 1: Schéma spory mikrosporidii (podle Lom et Dykova 1992)

j—jadro

k — kotevni disk
n — endospora

po — polaroplast
sp — sporoplasma
t — polova trubice

X — exospora

z — zadni vakuola

1.1.4 Zivotni cyklus

Mikrosporidiové infekce savcl vétSinou vznikaji inhalaci spér nebo pfijmem potravy
obsahujici spory, napt. nedostatecné tepeln¢ upraveného masa. U Selem (liSek, psii) a obCas
u primatd, hlodavct, kond a kraliki byl zjistén pfenos vertikdlni (transplacentdrni)
(Snowden et al. 1998; Didier et al. 1998a, 2000). Vzacné se mize infekce pienasSet piimym

kontaktem, napt. pies poranéni (Canning et Lom 1986).



Nejcastéji mikrosporidie infikuji epitelialni bunky vystylajici gastrointestinalni a dychaci
trakt. Ve vhodnych podminkach po pozieni ¢i inhalaci hostitelem za¢ne spdra bobtnat
a zvysi se jeji vnitini tlak. Na zvySeni osmotického tlaku uvnitt spory se podili rozklad
molekul discharidu trehalozy na monomery glukozy (Undeen et Meer 1998). Stoupajici
mnozstvi rozpusténych molekul uvniti spéry ma za nasledek vétsi ptijem vody. V disledku
a obraceni polové trubice naruby, kterd vystieli ze spory a kanalkem v pélové trubici je
hostitelska buiika injikovdna sporoplazmou. Sporoplazma je jednoducha buika bez
obvyklych bunéénych komponent. Po 15 — 20 minutach se v sporoplazmé zadina utvaiet
endoplazmatické retikulum, sporoplazma se méni v meront a probihd diferenciace organel
(Vavra 1976). Poté meront projde n¢kolika rozmnoZzovacimi cykly zahrnujicich merogonii
¢i schizogonii. Merogonie je nepohlavni rozmnozovani a probiha pfi ni mnohondsobné
déleni bunék. Meront podstupuje jaderné déleni, které je bézné intranukledrni mitdza.
Zcela vyjimecné bylo pozorovano meiotické déleni. Meront prochazi sporogonii, utvareji
se tak sporoblasty a ty dale dozravaji ve spory. U rodu Encephalitozoon probiha vyvoj
v tzv. parazitoforni vakuole, kterd je od hostitelské cytoplazmy odd€lena membranou.
V hostitelské burice se miize vyskytovat i vice parazitofornich vakuol, ty se postupnym
dozravanim a mnozenim spor zvétSuji a vyvijeji tlak na membranu hostitelské bunky, ktera
nasledné praskd. Oproti tomu u mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi probihd vyvoj
piimo v cytoplazmé hostitelské bunky, zde dochdzi v brzkych stadiich k jadernému déleni
a vytvareji se multinuklearni merogonialni plasmodia, v nichz se formuji jednotlivé spory.
Spory jsou bézné vylucovany se stolici. Infekce se vétSinou vyskytuje v tenkém stieve
a zluCovych cestdich a pokud tu zlstane az do smrti hostitele, poté se spory vylouci

s postupnym rozkladem tkéni.

1.2 Mikrosporidie u lidi

1.2.1 Druhy lidskych mikrosporidii

1.2.1.1 Enterocytozoon bieneusi

Celed’ Enterocytozoonidae obsahuje dva rody, rod Nucleospora a rod Enterocytozoon. Do
rodu Nucleospora fadime jednak druh Nucleospora salmonis, vnitrojadernou mikrosporidii

lososovitych ryb, a jednak druh Nucleospora secunda, mikrosporidii infikujici teplovodni



africk¢é ryby. Rod Enterocytozoon zahrnuje jediny druh FEnterocytozoon bieneusi.
Enterocytozoon bieneusi je nejcastéjSim plivodcem lidskych mikrosporidiovych infekci
u lidi, zptisobuje 30 — 50 % chronickych priijmia (Shadduck et Orenstein 1993). Poprvé byl
objeven roku 1985 u HIV pacienta s chronickym prijmem pomoci elektronové mikrospie
(Desportes et al. 1985). Po propuknuti epidemie AIDS se vyzkum tohoto druhu velice
rozrostl  (Ambroise-Thomas 2000). Infekce postihuje osoby imunodeficitni
1 imunokompetentni, hlavné starS$i lidi, déti, cestovatele a pacienty po transplantaci.
Nejcastéji E. bieneusi infikuje stfevo hostitele, pfedevs§im enterocyty duodena a jejuna.
Tato mikrosporidie napada také buiiky epitelu ZluCovych cest a dychacich cest a vzacnéji
i dalsi tkand. Casto se vyskytuji systémové infekce. Spory tohoto druhu byly nalezeny
nejen u lidi ale také u prasat, hovéziho dobytka, lam, koz, kralikti, kocek, pst, primati
i u Selem. Na zaklad¢ rozdili v ITS (internal transcribed spacers) sekvencich rRNA bylo
dosud popséano 81 genotypti, z nichz 26 bylo popsano striktn¢ u lidi a 8 bylo popsano jak
u lidi tak zvitat (Tab. 1) (Santin et Fayer 2009). Odlisnosti v jednotlivych kmenech tohoto
druhu zplsobuje polymorfismus, jenz je vysvétlen nekddujicimi ¢astmi genomu, jako ITS

sekvenace rRNA genu.



Tab. 1: Genotypy Enterocytozoon bieneusi detekované pomoci ITS (podle Santin et

Fayer 2009)

hostitel

genotyp

¢islo sekvence v
GenBank

synonymum (Cislo
sekvenace v GenBank

genotyp A AF101197 Peru1 (AY371276)
genotyp B AF101198 Type | (AF242475)
genotyp C AF101199 Type Il (AF242476)
genotyp Q AF267147 -
genotyp R AY945808 -
genotyp S AY945809 -
genotyp T AY945810 -
genotyp U AY945811 -
genotyp V AY945812 -
genotyp W AY945813 -
Type llI AF242477 -
Type V AF242479 -
lidé Peru3 AY371278 -
Peru7 AY371282 -
Peru8 AY371283 -
Peru11 AY371286 Peru12 (EF014428)
Peru13 EF014429 -
Peru15 EF014431 -
CAF1 DQ683746 -
CAF2 DQ683747 -
CAF3 DQ683748 -
CAF4 DQ683749 -
HAN1 EF458627 -
NIA1 EF458628 -
UG2145 AF502396 -
genotyp 17 EU140500 -
Cloveék, bobr, liska, myval, WL16 (AY237224)
ondatra WL1S AY237223 Perul4 (EF014430)
PigITS9 (AF348477)
¢lovék, bobr, skot, pes, WL8 (AY237216)
jestrab, liska, makak, genotyp D AF101200 Peru9 (AY371284)
ondatra, prase, myval PtEb VI (DQ885582)
CEbC (EF139197)
s - PtEbI (DQ425107)
Clovék, ptaci, skot, pes Peru6 AY371281 PtEDVII (DQB85583)
Clovék, bobr, liska E (AF135832)
’ ’ ’ WL13 (AY237221)
ondatra,n\:;s;?, prase, EbpC AF076042 WL17 (AY237225)
Peru4 (AY371279)
Cloveék, kocka Peru10 AY371285 -
Clovék, morce Peru16 EF014427 -
Clovek, kocka, pes, liska WL11 AY237219 Peru5 (AY371280)
K (AF267141)
Peru2 (AY371277)
Clovek, kocka, pes, skot Type IV AF242478 PtEDb 1l (DQ885579)

BEB5 (AY331009)

BEB5-var (AY331010)




1.2.1.2 Encephalitozoon spp.

Do rodu Encephalitozoon spadaji ¢tyfi morfologicky neodliSitelné druhy mikrosporidii,

E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis a E. lacerate.

1.2.1.3 Encephalitozoon intestinalis

Prvné byl identifikovan u AIDS pacienta a chronickym prijmem (Blanshard et al. 1992).
Plvodni nazev Septata intestinalis byl odvozen od piepazky mezi vyvojovymi stadii
a sporami v parazitoforni vakuole (Cali et al. 1993). Pozdé&ji byl reklasifikovan
Hartskeerlem (1995) do rodu Encephalitozoon. Je druhou nejcastéjsi pti¢inou lidskych
mikrosporidiovych infekci (Mathis et al. 2005). Spory maji velikost 2 x 1,2 um a pdlova
trubice tvoti 4 az 7 zavitd. Encephalitozoon intestinalis infikuje pfedev§im enterocyty,
makrofagy lamina propria, fibroblasty a builky endotelu lamina propria, ale i colon
a hepatobiliarni trakt a mize diseminovat do riznych organti zahrnujicich mozek, jatra,
ledviny, slezinu a rektum (Kotler et Orenstein 1999). Po téle se rozsifuje hematogenni
cestou prostiednictvim makrofagi, ve kterych jsou mikrosporidie rodu Encephalitozoon
schopny piezivat a mnozit se (Obornd 1999). Encephalitozon intestinalis byl nalezen
i u domacich zvitat a méstskych holubt (Jeong et al. 2007) a ptedpoklada se ze mize byt

pienaSen antropozoonoticky (Graczyk et al. 2002).

Na rozdil od ostatnich druhti rodu Encephalitozoon, pro které byly identifikovany rtizné
genotypy s rozdilnou biologii a epidemiologii, se E. intestinalis jevi jako velmi homogenni
druh a nebyly pozorovany zadné rozdily v ITS sekvencich riznych izolatt (Didier et al.

1996b, Liguory et al. 2000).

1.2.1.4 Encephalitozoon hellem

Tato mikrosporidie byla nalezena u pacientii z n&kolika zemi, nejvice z USA, Svycarska,
Italie, Némecka a zafrické Tanzanie. Encephalitozoon hellem je tieti nejCastéjsi
mikrosporidii zplsobujici lidské infekce. Byl izolovdn zrohovkové tkané a ze stért
spojivky tii AIDS pacientil trpici keratokonjuktivitidou (Didier et al. 1991). Spory byly
také izolovany ze slin, nasalniho sekretu a moc¢i HIV pacientli (Orenstein et al. 1990;
Weber et al. 1993). Nikdy nebyly provedeny epidemiologické studie, ale bylo zjisténo, ze
tento druh zplsobuje hlavné oc¢ni infekce, infekce hornich a dolnich cest dychacich
a urogenitalniho traktu. MiZe dojit i k ordlni ¢i o¢ni autoinokulaci (Schwartz et al. 1993).

Encephalitozoon hellem neinfikuje pouze lidi, ale za jeho primarni hostitele jsou



povazovani ptaci, predevSim papousci, ale téz pstrosi a kolibfici. U zvifecich hostitell tato
mikrosporidie plsobi téZké ledvinové a stfevni infekce. Obecné se predpoklada, Ze je
mozny prenos infekce mezi pta¢imi hostiteli a lidmi, avSak toto nebylo nikdy plné

prokéazano.

Vnitrodruhova genotypova variabilita E. hellem je zalozena na sekvenci ITS rRNA genii,
dvou intergenickych spaceri (IGS-TH a IGS-HZ) a v genu pro PTP (polar tube protein).
Vsech pét popsanych genotyptll bylo identifikovano v lidskych vzorcich. U ptaki byl dosud
popsan vyskyt genotypti 1 a 3 (Suter et al. 1998, Snowden et al. 2000, Haro et al. 2005,
Kasic¢kova et al. 2007).

1.2.1.5 Encephalitozoon cuniculi

Tento druh byl poprvé u lidi rozpoznédn roku 1959. Byla to vibec prvni odhalena
mikrosporidiovéa infekce. Spoéry byly identifikovany v mozkomisniho moku japonského
chlapce pracujiciho na zviteci farmé (Matsubayashi et al. 1959). Pojmenovan byl jiz v roce
1923 (Levaditi et al. 1923). Encephalitozoon cuniculi se vyskytuje u pacientli, ktefi
prodélali tropickou nemoc nebo navstivili tropické zemé, dale pacienty s onemocnénim
ledvin, psychickymi poruchami ¢i neurologickymi problémy. Encephalitozoon cuniculi
infikuje také dal$i savce — hlodavce, zajice, Selmy, prezvykavce a primaty (Canning et
Hollister 1987; Didier et al. 1998b). Byly zaznamenany ptfenosy infekce ze zvirat, narozdil
od ptenosu infekce mezi pacienty. Na zdkladé molekuldrnich a imunologickych metod
rozeznavame tii genotypy: genotyp I byl nalezen u krélikd a lidi, genotyp II u mysi

a polarnich lisek a genotyp III u pst a lidi (Didier et al. 1995).

1.2.1.6 DalSi druhy mikrosporidii vyskytujici se u lidi

Vittaforma corneae, Pleistophora ronneafiei, Trachipleistophora spp., Brachiola spp.,
Trachipleistophora hominis, Brachiola algerae, Nosema ocularum, Microsporidium

ceylonensis, Microsporidium africanum.

1.2.2 Prenos a zdroje mikrosporidiové infekce

Mikrosporidiové infekce se mohou pirendSet nékolika zplsoby. RozliSujeme pienos
vertikalni a horizontalni. Vertikdlnim pfenosem se rozumi pfenos infekce z matky na

potomka. Tento zpiisob byl popsan u hlodavct, kralikl, Selem a priméth (Snowden et al.



1998; Snowden et Shadduck 1999; Didier et al. 1998). U lidi nebyl dosud tento pienos
zaznamenan. Horizontdlni pienos predstavuje Sifeni infekce travici, dychaci soustavou, tzn.
inhalaci kontaminovaného vzduchu, pozivanim kontaminovaného jidla a vody. Infekce se
prendsi také fekalné-oralni a oralné-oralni transmisi (Bryan et Schwartz 1999; Deplazes et
al. 2000; Mota et al. 2000; Weber et al. 2000). Rizikovéjsi skupinou jsou lidé pracujici
s vodou, provozujici homosexudlni praktiky a uzivajici nitroZiln¢ drogy. Spory jsou poté
vylu¢ovany moci a stolici. U lidi 1 zvifat bylo popsano mnoho stejnych mikrosporidii

a prokézaly se zoonotické ndkazy lidi pochazejici ze zvitat.

Hlavnimi zdroji infekce je voda, jidlo a hmyz. Ve vod¢ spory dlouhodobé prezivaji a byly
nalezeny ve vod¢ podzemni, povrchové i odpadni. Vzhledem k relativné malé velikosti
spor je nedokazi v souc¢asné dob¢ pouzivané systémy zachytit a infekéni davka pro clovéka
je pomérné¢ mald (Franzen et Miiller 1999). Proto se pfedevSim v Americe snazi hygienici
vyvinout specializované filtracni systémy schopné zachytit i spory mikrosporidii a usiluji
o pridani E. bieneusi a E. intestinalis na seznam z vody pochazejicich patogenti. Voda je
nejcastéji kontaminovana zvifecimi vykaly a spoéry jsou detekovany v okoli cisticek

odpadnich vod.

Ptenos infekce potravou se rozmohl predev§im diky globalizaci produkce, rychlejSimu
transportu potravin a zméndm ve zpusobu konzumace jidla. Infekce se Casto vyskytuje
u cestovateli konzumujicich pochoutky tamnich kuchyni. Zdrojem infekce mulze byt
1 mikrosporidiemi infikované/kontaminované maso, coz doklad4 ptipad HIV pacienta,
v jehoz pripadé byla mikrosporidiovd infekce spojovana s pravidelnou konzumaci
nedovaieného hovéziho masa (Hutin et al. 1998). Nicmén¢ v piipad¢ dostatecné tepelné

upravy potravin je riziko infekce téméf nulové.

1.2.3 Onemocnéni a lééba mikrosporidiéz

Pribéh onemocnéni mikrosporididzou zavisi pIné na imunité hostitele. Klinické projevy se

objevi do 2-3 tydnti po infekci.

Nejcast¢jSim piiznakem mikrosporididzy je chronicky prijem, trpi jim pfedevsim pacienti
s oslabenou imunitou a AIDS pacienti, ktefi maji méné nez 100 CD4'T bunék na 1 ul krve.
Prijem je vétSinou doprovazen horeCkou, zimnici, ztratou chuti k jidlu, tbytkem véhy,
tuki, D-xylozy, vitaminu B12 a celkovym chfadnutim. Lidem po transplantaci a nasledné
imunosupresivni 1é€bé zptisobuji mikrosporidie priijem, zimnici, zvraceni a inavu (Kotler

et Orenstein 1998; Gumbo et al. 1999). S ptipadnou infekei zluéniku souvisi cholangitida



a cholecystitida. Mikrosporidie Vittaforma corneae, Brachiola algerae a druhy rodu
Nosema napadaji i oko, nejvice rohovku, coZz zplsobuje rozostfené¢ vidéni az protrzeni
rohovky u imunokompetentnich pacientti (Friedberg et Ritterband 1999; Font et al. 2003).
Rizikovou skupinou jsou déti a starsi lidé, jimz hafe pracuje imunitni systém a jsou hodné
nachylni k vn&j$im vliviim.

Lécba mikrosporididz je zatim v pocatcich. Nejucinnéjsim se zdd byt albendazol,
anthelmitikum, které inhibuje polymeraci B-tubulinu (Gross 2003) a vykazuje téz
antimykotickou aktivitu. Nicmén¢ uplné t¢inkuje jen na druhy rodu Encephalitozoon. Na
E. bieneusi je vhodné&jsi fumagilin, antibiotikum produkované houbou Aspergillus
fumigatus, ktery je vSak pro lidsky organismus toxicky a zplsobuje neutropenii
a thrombocytopenii (Molina et al. 2002). Vé&dci se snazi syntetizovat latku netoxickou,
avSak stejné ucinnou. Zatim se zkousi synteticky fumagilin TNP-470 a dalsi latky, napf.
azithromycin, furazolidon, itraconazol, metronidazol, nitazoxanid, octreotidin, sinefungin

(Didier 2005). Pro infekce oci se pouziva lokalni steroidni 1écba.

1.3 Zoonoticky potencial mikrosporidii

Nejnovejsi studie zabyvajici se genotypy E. bieneusi poukazuji na zoonoticky potencial
tohoto druhu. Z 81 identifikovanych genotypii bylo 26 nalezeno pouze u lidi a 8 u lidi
1 jinych hostitelli, pfedev§im prasat, bobri, liSek, myvalid, ondater, skotu, pst, jestabi,
makakt, ptakii, morcat a kocek (Santin et Fayer 2009). Studie v Thajsku ukézala, Ze
genotyp E, D, O a PigBITS 7 se vyskytuje jak u lidi tak u prasat. Genotyp E a D se
objevil u lidi 1 jinych zvitat a genotyp O a PigEBITS 7 jen u HIV pozitivnich paccientt,
avSak uz diiv byl identifikovdn u prasat v Némecku (Dengjel et al. 2001) a Americe
(Buckholt et al. 2002). Z fylogenetickych analyz vyplyva blizky vztah mezi zvifecimi
a lidskymi izolaty a tudiZ je zoonoticky potencial velmi pravdépodobny z ditvodii absence
transmisnich bariér. 1 dalsi druhy mikrosporidii vykazuji vysoky zoonoticky potencial.
Encephalitozoon cuniculi byl popsan ze psti, mysi a kralika (Didier et al. 1996a). Doposud
byly u lidi nalezeny genotypy I a III, coZ poukazuje na to, ze lidské infekce E. cuniculi by
mohly byt zoonotického ptivodu (Deplazes et al. 1996; Didier et al. 1996a; Rinder et al.
1998; Rossi et al. 1998; Snowden et al. 1999; Tosoni et al. 2002). V trusu méstskych
holubii ve Spanélsku byl nalezen druh E. bieneusi (prevalence 9,7 %), E. intestinalis (4 %)

a E. hellem (0,8 %). Byl to viibec prvni pfipad identifikace E. intestinalis a E. hellem



u holubti. Rizikovou skupinou proto jsou déti a starSi lidé, nejCastejsi navstévnici parkl
(Haro et al. 2005).

Fakt, ze mikrosporidie infikujici lidi byly identifikovany u riznych zvifat a zaroven
v environmentalnich vzorcich povrchovych vod naznacuje, Ze kontakt se zviraty
a kontaminovanou vodou piedstavuje potencialni zdroj infekce (Dowd et al. 1998; Cotte et

al. 1999; Fournier et al. 2000).
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2 Cile prace

1. Mikroskopicky vySetfit vzorky stolice rGznych skupin lidi na pfitomnost spor

mikrosporidii.

2. Pomoci specifickych molekularnich metod tyto vzorky stolice vysetfit na pfitomnost

nejbéznéjSich druhii lidskych mikrosporidii, Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon

Spp.

3. Zhodnotit vlastni vysledky a porovnat vyskyt mikrosporidiovych infekci lidi v Ceské

republice s literarnimi zdroji.
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3 Material

Vzorky stolice riznych skupin lidi ndm byly dodavany ze Zdravotniho ustavu se sidlem
v Praze. V pribéhu 2 let byly ziskany jak vzorky obcanil s ceskou ndrodnosti, které byly
opakovang (vétSinou tfi po sob¢ nasledujici odbéry v rozmezi tydne) odebirany z diivodu
zazivacich problémut, tak vzorky zahrani¢nich studentl studujicich na ceskych
univerzitach, kteti byli z preventivnich divodi jednorazové koprologicky vySetieni.

Vzorky byly do zpracovani uchovavany v chladicim boxu pii 4°C.

Celkem bylo vySetieno 680 vzorkd od 384 pacientll, z nichz 248 bylo ¢eské narodnosti
a 136 bylo zahrani¢nich studentti. V€kova a pohlavni struktura lidi, od kterych byly vzorky
odebirany je uvedena v tabulce (Tab. 2). Nejvice lidi spadalo do vékové kategorie mezi 20-
ti a 50-ti roky zivota. Zastoupeni zen a muzii ve sledovaném vzorku populace bylo
vyrovnané. U nékterych jedincii nebyl znam vék. VéEtsina cizincii spadala do vékovych
skupin 12 — 19 let (65 jedinci) a 20 — 50 let (62 jedincil) a muzl bylo nepatrné vice nez

zen, 77 resp. 59.

Tab. 2: Vékova a pohlavni struktura lidi u¢astnicich se vyzkumu

vek / pohlavi muzi zeny celkem p r\f)ycjzré?éini
0-5 22 18 40 10,4 %
611 30 27 57 14,8 %
12-19 37 48 85 22,1 %
20-50 83 77 160 41,7 %
50+ 15 20 35 9,1 %
vek neznamy 3 4 7 1,9 %
celkem 190 194 384
procentudni |4 5 o, 50,5 %
vyjadieni
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4 Metody

Vzorky stolice byly vySetieny pomoci dvou diagnostickych metod. Mikroskopicky
prohlizenim natéri stolice obarvenych Calcofluorem a pomoci polymerazové fetézové

reakce (PCR).

4.1 Barveni spor pomoci Calcofluoru White M2R (Vavra and
Chalupsky 1982)

Vzorky stolice rozetfené na podloznim sklicku byly fixovany methanolem a ponechany
zaschnout 2 minuty. Nasledovalo barveni 1% Calcofluorem White M2R v PBS (fosfatovy
pufr, pH 7,2 — 7,4) po dobu 10 minut. Poté byla podlozni sklicka oplachnuta PBS
a dobarvena 0,5% Evansovou modii ve vod¢ po dobu 30 sekund. Podlozni sklicko bylo
opét oplachnuto PBS a ponechdno zaschnout. Takto obarvené vzorky stolice byly
prohlizeny fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS 1IX70) pii zvétSeni 1000%
s olejovou imerzi pii vinové délce 490 nm. Calcofluor White M2R se specificky vaze na
polymery hexapyrandzy v B-konfiguraci a mize byt proto vyuzit pro detekci celulozy
a chitinu (Maeda et Ishida 1967). Pouziti Calcofluoru White M2R pro fluorescencni
mikroskopii bylo zavedeno Vavrou a Chalupskym (1982). Myslenka byla zalozena na
pritomnosti a-chitinu ve vnitini vrstvé (endospodie) stény spory (Vavra 1976). Obarvené

spory mikrosporidii maji ovalny tvar a pod mikroskopem sviti jasné¢ modrobile.

Jako pozitivni kontrola byly pouzity obarvené spory E.intestinalis a E. bieneusi
v koncentraci 107 spor na ml. Encephalitozoon intestinalis pavodné izolovany z HIV-
pozitivniho pacienta (Didier et al. 1996b) je dlouhodobé udrzovéan ve tkanové kultuie
bun¢k Vero E6 ve sbirce laboratofe veterindrni a 1ékaiské protistologie Parazitologického
tistavu BC AVCR, v.v.i. v Ceskych Budgjovicich. U druhu E. bieneusi byly pouzZity spory
ze stolice E. bieneusi-pozitivniho HIV-AIDS pacienta z Limy (Peru), kterd byla poskytnuta
Dr. G. S. Visvesvarou, CDC Atlanta, GA, USA.
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4.2 Extrakce DNA ze vzorku stolice

K 180-200 mg stolice bylo ptfidano 200 pl ASL pufru a 150 mg sklenénych partikulich
o pruméru 0,5 mm. Poté bylo provedeno rozbijeni potencidlné ptitomnych spér pomoci
homogenizatoru (FastPrepe-24, M.P. Biomedicals, CA, USA) po dobu 1 minuty pfi
maximalni rychlosti (6,5 m/s). Dale bylo postupovano podle ndvodu vyrobce komeréné

dodavaného izola¢niho kitu QIAampe DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). Ziskand DNA byla

uchovavana pfi teploté -20 °C.

4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Celkovy objem reakéni smési pro kazdou PCR byl 25 ul (Tab. 3). Byly provadény vzdy
dvé sady PCR s riznymi sety primerd, jedna na prokazani pritomnosti E. bieneusi a druha
pro Encephalitozoon spp. (Tab. 4, Tab. 5). Soucasti kazdé sady PCR byla pozitivni
a negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA vyizolovana z kultury
E. intestinalis v koncentraci 3 x 10’ spor na ml nebo ze stolice E. bieneusi-pozitivniho

HIV-AIDS pacienta (viz vyse).

Tab. 3: Reakéni smés pro PCR (pro 1 reakcei)

Pouzity roztok objem
pufr (10x) 2,50 ul
dNTP’s (1 mM) 0,50 ul
primer 5” (10 uM) 0,50 ul
primer 3” (10 uM) 0,50 pl
MgCl12 (25 mM) 1,50 ul
BSA (10mg/ml)* 1,00 pl
Taq polymeraza (TOP-BIO, 1 U/ul) 0,63 ul
deionizovana H,O (PCR H,0) 13,87 ul
templatova DNA 5,00 pl
—————————————————————————————————————————————————
celkem 25,00 pl

* pouze u primarni PCR na ukor ptfidavané deionizovana H,O
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Tab. 4: Primery pro Enterocytozoon bieneusi

primery sekvence
|

primarni PCR

MSP-1 (15-mer) TGA ATG (G,T)GT CCC TGT

MSP-2B (16-mer) GTT CATTCG CACTACT

sekundarni PCR

MSP-3 (24-mer) GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G)(C,T) TAT

MSP-4B (26-mer) CCA AGC TTA TGC TTA AGT CCA GGG AG

Tab. 5: Primery pro Encephalitozoon spp.

primery sekvence

primarni PCR

MSP-1 (15-mer) TGA ATG (G,T)GT CCC TGT

MSP-2A (15-mer) | TCA CTC GCC GCT ACT

sekundarni PCR

MSP-3 (24-mer) GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G)(C,T)TAT

MSP-4A (27-mer) | CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT

Pro nested primery MSP byl dany amplifikani program na termocykleru (Little Genius,
BIOER): poc¢atecni denaturace pti 94 °C — 3 minuty, denaturace pii 94 °C — 45 sekund,
nasedani primerd pti 54 °C — 45 sekund, syntéza nového fetézce pii 72 °C — 1 minuta.
Celkem probéhlo 35 cykli. Nasledné dosyntetizovani nového fetézce pii 72 °C trvalo

7 minut.
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4.4 Gelova elektroforéza
Pouzité roztoky:

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

e Agardza
e Ethidium bromid
e 100 bp DNA ladder

Pomoci gelové elektroforézy byla ovéfovana délka DNA fragmentid. Gelova elektroforéza
je metoda, pii niZ dochdzi k rozdéleni DNA fragmentl v agardze podle molekulovych

hmotnosti plisobenim elektrického pole.

Gelova elektroforéza byla provadéna za pouziti 1% agardézového gelu v 1x TAE pufru
s ptfidavkem ethidium bromidu (vyslednad koncentrace v gelu byla 0,5 pg/ml) pti napéti 70
V po dobu potiebnou pro separaci fragmenti DNA. Rozd€lené DNA fragmenty byly

vizualizovany UV transiluminéatorem pfi vinové délce 302 nm.

4.5 Priprava vzorkud pro sekvenci

Z gelu vytiznuté pozadované fragmenty DNA byly vlozeny do dCisté 1,5 ml
mikrozkumavky. DNA byla z excise gelu vyizolovana pomoci komeréné doddvaného kitu
QIAquicke Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) podle ndvodu vyrobce. Vyizolovana
DNA byla vysuSena ve vakuovém evaporizatoru (DyNAVap, Labnet) a poté do doby

sekvenace uskladnéna pfi teploté +4 °C.

4.6 Sekvenace a fylogeneticka analyza vysledku

Vysuseny vzorek DNA byl zaslan ke zpracovani do Laboratoi genomiky BC AVCR, v.v.i.
Sekvenaéni reakce byla provedena za pouziti sekundarnich primerd a BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) na sekvenatoru ABI3730XL. Vysledné
sekvence byly zparovany pomoci program Chromas Pro (Technelysium Pty Ltd;

http://www.technelysium.com.au/chromas.html) a uspofadany a porovnany se sekvencemi
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ulozenymi v GenBank pomoci programt ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/
ClustalX) a BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences).

Porovnani genetické podobnost nové ziskanych sekvenci a sekvenci E. bieneusi uvedenych
v GenBank bylo provedeno pomoci neighbor-joining (NJ) v programu PAUP* ver. 4.0b8a
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony; Version 4. Sinauer Associates, Sunderland,
MA). Standardné bylo pouzito 10 replikaci s ndhodnym pofadim sekvenci. Statisticka
podpora stromu byla vyjadiena jako hodnota bootstrapu, kterd byla vypocitana pti 500
opakovanich. Pro vizualizaci fylogenetické analyzy byl pouZit graficky vystup TreeView
32 1.6.1. Pouze kompletni ITS sekvence byly zatfazeny do analyzy. V piipadé vice
pojmenovani identickych sekvenci byl pouzit prvni publikovany ndzev. Nejvice odlisSna
sekvence E. bieneusi ziskana ze psa (GenBank assession no. DQ885585) byla pouzita jako

outgroup.

4.7 Statistické vyhodnoceni vysledku

Pro statistické vyhodnoceni vysledka byl pouzit software Statistica 5.1 (Statsoft, Tulsa,
OK, USA, 1997). Pomoci Chi-square testu byly porovnavany jednotlivé ¢etnosti vyskytu
mikrosporidii a bylo zji§tovano, zda ziskané hodnoty prevalence v jednotlivych skupinach

lidi jsou statisticky priikazné na hladiné vyznamnosti 0=0,05.
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni vzorkli pomoci Calcofluoru White M2R

Mikroskopicky bylo vySetteno vSech 680 vzorku lidské stolice od 384 pacientii. Celkem
bylo detekovano 74 (10,9 %) pozitivnich vzorkl celkem od 70-ti lidi. Z tabulky 6 vyplyva,
ze nejcastéji byly mikrosporidie detekovany ve vzorcich pastovité stolice (11,7 %), méné
ve formované 10,7 %) a prijmoveé (8,9 %), nicméné rozdily nebyly statisticky vyznamné

(p>0,05).

Tab. 6: Vysledky vysetieni vzorku pomoci Calcofluoru White M2R

konzistence stolice/ celkem prevalence
vyhodnoceni vzorkl

itivni ‘v 3
pozity vySetienych | v kategorii

formovana 47 438 10,7 %
pastovita 23 197 11,7 %
prijem 4 45 8,9 %
celkem 74 680 10,9 %

Nejvyssi etnost mikroskopicky pozitivnich jedincii byla zaznamenana ve vékové kategorii
6 — 11 let (29,8 %), nejméné pak ve vékové kategorii 12 — 19 (7,1 %). Mikrosporidie byly
prokazany u 30 muzi a 40 Zen (Tab. 7). NakaZeno bylo 61 Cechti z248 (24,6 %)
a 9 cizincii ze 136 (6,6 %).

Tab. 7: Prevalence mikrosporidii v zavislosti na véku a pohlavi - mikroskopie

vek / pohlavi muZzi zeny celkem srli:l/?elgg:ifi:
0-5 6 3 9 22,5 %
6-11 9 8 17 29,8 %
12-19 1 5 6 7,1 %
20-50 12 19 31 19,4 %
50+ 2 5 7 20,0 %
veék nezndmy 0 0 0 0
celkem 30 40 70
prevalence 5 g, 20,6 %
v kategorii ’ ’
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5.2 Vyhodnoceni vysledki metodou PCR

Pomoci PCR bylo vysetfeno 384 vzorki, od kazdého pacienta vzdy jeden vzorek vybrany
na zéklad€ mikroskopického vySetieni. Bylo ziskano celkem 23 PCR produktl E. bieneusi
a 149 Encephalitozoon spp., pfiCemz u 14 vzorkd byla detekovana E. bieneusi
a Encephalitozoon spp. smisena infekce. VSechny vzorky mikroskopicky vyhodnocené
jako pozitivni byly pozitivni i pomoci PCR. U 226 vzorka nebyla prokazana piitomnost
mikrosporidii.

V ramci druhu E. bieneusi bylo identifikovano 7 genotypl (Tab. 8). Kromé& genotypii
EbpA, BFRmr2, Isolate 5 a BEB4, které byly jiz diive popsany u skotu a prasat, byly
detekovany 3 dosud nepopsané genotypy, které byly pracovné oznaceny E.b.NEWI1-
E.b.NEW3. Bylo detekovano 10 piipadu infekce EbpA, 3 ptipady BFRmr2, 3 piipady
Isolate 5, po 1 ptipadu E.5.New1 a E.bh.New2 a BEB4 a 4 ptipady £.5.NEW3.

Pomoci fylogenetické analyzy NJ byl ziskan nezakotenény strom rozd¢lucici E. bieneusi
do nékolika skupin (Obr. 2). Hlavni skupina obsahovala vétSinu diive publikovanych
sekvenci vcetn¢ novych sekvenci E.b.NEWI-E.b.NEW3. Sekvence spadajici do této
skupiny byly ziskany ze Sirokého spektra hostitelti zahrnujicich ¢loveka i zvifata. Ostatni
skupiny obsahovaly sekvence izolované piedev§im ze zvifat vyjma CAF4. VSechny nami
detekované genotypy byly identické nebo ptibuzné genotypiim diive popsanych z prasat
a skotu.

U rodu Encephalitozoon spp. byl detekovan E. cuniculi typ 1 a II, E. hellem 1A
a E. intestinalis (Tab. 8). Nejvice rozsitenym druhem rodu Encephalitozoon byl E. cuniculi
typ II (110 ptipadt) nasledovan E. hellem 1A (19 ptipadl). Encephalitozoon cuniculi typ 1
byl identifikovan ve Ctyfech a E. intestinalis pouze ve dvou vzorcich. Navic byla
detekovana smiSend infekce E. bieneusi genotyp EbpA s E. cuniculi typ 11 v sedmi
ptipadech, E. bieneusi genotyp NEW3 s E. hellem 1A a E. bieneusi Isolate 5 s E. hellem
1A ve dvou ptipadech. Jedenkrat byly detekovany E. bieneusi genotyp BFRmr2
s E. cuciculi typ 11, E. bieneusi genotyp BEB4 s E. cuniculi typ 11 a E. bieneusi genotyp
EbpA s E. hellem 1A.
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Obr. 2: Neighbor-joining strom zkonstruovany na zakladé ITS sekvenci SSU rRNA

genu Enterocytozoon bieneusi. PtEb IX byl stanoven jako outgroupovy taxon. Jsou
uvedeny hodnoty bootstrapti nad 50 %. Genotypy identifikované v této praci jsou

zviraznény cervene, genotypy popsané z ¢loveka jsou Sediveé podbarveny.
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Nejvyssi Cetnost PCR pozitivnich jedinct byla zaznamenana ve vékové kategorii 50+ let

(54,3 %), nejméné pak ve vekové kategorii 0 — 5 let (25 %). Mikrosporidie byly prokazany

u 75 muzl a 83 Zen (Tab. 8). Infikovano bylo 57 cizinct nejcastéji ve véku 12 — 19 let,

z toho 10 jedinct bylo pozitivnich na E. bieneusi a 47 na Encepahlitozoon spp. Nejvice se

u cizinct také vyskytovaly smiSené infekce.

Tab. 8: Vyskyt mikrosporidii v zavislosti na véku a pohlavi — PCR

vék / pohlavi muZzi zeny Ikem prevalence
P (pocet infikovanych) (pocet infikovanych) cetie v kategorii
E.cll (3) [E.cll (1)
B E.h1A (1) |[Eh1A (1) o

0=5 Mg ) |Ei. ay| 10 | 20%
E.b.EbpA+E.c1l (1) | E.b.EbpA+E.c.l (1)
g'Z'IIIA ((121)) E.cll (10)

6-11 o E.h1A (1) 27 47,4 %
Ecl (1 £ b EbpA (1)

EbDNEW3+ELIA (1) |
E.cll O) | g e (17)
E.h1A (1)

E.b.Isolate 5 (1)
E.b.EbpA W | g pEbpAtECcTT (1)

12-19 | E.5.BFRmr2 ORI o 37 43,5 %

EbBFRmr2+EcIl (1)
E.b.NEW2 (1)

EbNEW3+ERTIA (1)
EDNEWS3 (1) E.b.EbpA+E.h.1A (1)
E.b.EbpA+E.c.1I (1 |7 o
E.cll (20) [ E.c.1T (23)
E.h1A (5) |E.h1A (5)
E.cl (1) |E.cl (2)

20-50 QJE.bB.NEWI1 (1) |E.b.BFRmr2 (1) 65 40,6 %
E.b.EbpA+E.c1I (1) |E.b.NEW3 (1)
E.bIsolate5+E.h.1A (1) |E.D.EbpA+E.c.1l (2)

E.b.BEB4+E.c.1l (1) | E.b.Isolate5S+E.A. 1A (1)
E.cll 8) |E.cll (8) 0
SO0 N Enaa (1) |Eh1A o ¥ 4,3 %
vek neznamy 0 0 0 0
celkem 75 83 158
prevalence 39.5 % 42.8%

v kategorii

E.c.: Encephalitozoon cuniculi; E.h.: E. hellem; E.i.: E. intestinalis; E.b.: Enterobytozoon bieneusi
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Z tabulky 9 vyplyva, Ze celkova prevalence mikrosporidii byla 44,8 % a nej€astéji byly
mikrosporidie pomoci PCR detekovany ve vzorcich pastovité stolice (48,7 %), méné ve
formované (43,6 %) a prijmové (37,5 %), nicméné rozdily nebyly statisticky vyznamné

(p>0,05).

Tab. 9: Vysledky vySetieni vzorkd pomoci PCR

Encephalitozoon celkem prevalence

konzistence stolice/

vyhodnoceni vzorki E. bieneusi Spp. vySetirenych | v kategorii
formovana 18 87 241 43,6 %
pastovita 4 54 119 48,7 %
prijem 1 8 24 37,5 %
celkem 23 149 384 44,8 %
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6 Diskuze

V praci jsem se zamétila na mikrosporidie nejcastéji se vyskytujici u lidi, Enterocytozoon
bieneusi a Encephalitozoon spp. Mikrosporidie jsou kosmopolitné rozsifené a jejich spory
dokézou piezit dlouho i v nepfiznivych podminkach. Nejcastéji se tyto mikrosporidie
vyskytuji u osob s oslabenou imunitou, jako jsou AIDS pacienti, 1lidé po transplantaci
organt, pacienti trpici rakovinou, cestovatelé, déti a starsi lidé (Bryan et Schwartz 1999;

Deplazes et al. 2000; Didier et al. 2004).

Zdravotni stav lidi, jejichz vzorky stolice jsme vySetfovali, ndm nebyl zndm. Vysledky
byly tudiz vyhodnoceny jen s ohledem na vék a pohlavi osob, nicméné 1ze predpokladat, ze
se jednalo o imunokompetentni jedince. Celkem bylo vysetieno 384 lidi (od 0,5 roku po 85
let). NejcCastéji se vyskytovala stolice pastovitd, poté formovana a nejmén¢ jsme méli
k dispozici prijmovitou stolici. Zatimco nejvice spor mikrosporidii obsahovala stolice
pastovita, v prijmovitych vzorcich byly mikrosporidie detekovany nejméné Casto. NaSe
vysledky jsou celkem piekvapivé, jelikoz studie probihajici jinde ve svété ukazuji veétsi
prevalenci u prijmovych stolic. Naptf. v Némecku byla zjiSténa prevalence u pacientt

s priymem 36 %, zatimco u pacientl bez prijmu pouze 4,3 % (Sobottka et al. 1998).

Je obtizné porovnavat nase vysledky s jinymi, jelikoZ je pfitomno mnoho rozdilnosti ve
véku pacientil, pohlavi, zdravotnim stavu, zivotnich podminkach, geografické lokalizaci

vyzkumu apod.

Vysetfeni calcofluorem ukézalo celkovou prevalenci 10,9 %. Podobnych vysledkl bylo
dosazeno touto metodou v Etiopii, kdy celkova prevalence byla 7,6 % (Endeshaw et al.
20006). Z toho Ize usoudit, ze geograficka poloha, socialni a ekonomicka troven vyznamné

neovlivituje celkovy vyskyt spor mikrosporidii v lidské populaci.

Na zakladé mikroskopie byla nejpromotené;jsi v€kova skupina od 6-ti do 11-ti let (29,8 %),
a nejméné se spory mikrosporidii vyskytovaly u teenagerti (7,1 %). Studie jinych autort
vSak ukazuji, ze teenagefi jsou velmi rizikovou skupinou. V Kamerunu vykazovali
nejvyssi prevalenci (81,5 %) pravé teenagetfi (Nkinin et al. 2007). Nizs§i vyskyt
mikrosporidii v této veékové kategorii mize byt zplsoben vys§i zivotni urovni

v podminkach Ceské republiky a jiné zoohygienické névyky.

Presnéjsi metodou pro dikaz mikrosporidii v lidské stolici je PCR a nasledna sekvenace,
s jejiz pomoci mizeme urcit presny druh mikrosporidie 1 genotyp. VySetfeni vzorka

metodou PCR ma vétsi zdchytnost nez mikroskopické vySetieni (Fayer et al. 2003). To se
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potvrdilo 1 v naSem pfiipadé, kdy prevalence pii vySetfeni calcofluorem byla 10,9 %,

zatimco pomoci PCR byla celkové prevalence vyssi, 44,8 %.

Enterocytozoon bieneusi je nejCasteji se vyskytujici lidskou mikrosporidii s prevalenci
presahujici 50 % (Mathis et al. 2005). U HIV pacientl je prevalence v rozmezi 2 — 78 %
(Matos et al. 2009). Avsak u HIV pacientli bez prijmi se tato mikrosporidie vyskytuje
v 1,4 — 4,3 %. Také ve studii zabyvajici se prevalenci E. bieneusi u HIV-séronegativnich
pacientl s prijmem z Kanarskych ostrovll byla tato mikrosporidie detekovana v 11,5 %
vzorkl stolice (Abreu-Acosta et al. 2005), coz je v rozporu s nasimi vysledky, kde byl E.
bieneusi nejcastéji identifikovan ve vzorcich formované stolice (7,5 %). V rozvojovych
zemich, kde je vyssi vyskyt pacientli s AIDS, by se mély mikrosporidie vyskytovat Castéji,
ale nedavna studie to prikazné nepotvrdila (Matos et al. 2009). V rozvojovych zemich lidé
s HIV a prijmem vykazovaly prevalenci 2,5 — 51 %, s HIV a bez prijmt 4,6 % a lidé bez
onemocnéni virem HIV a s nebo bez prijmovitych onemocnéni 9 — 58,1 % (Matos et al.
2009). Pocet pacienti s HIV vrozvojovych zemich postupné klesa diky souvislé
antiretrovirdlni terapii, proto se rozsifeni mikrosporidii jiz tolik neli§i od promoieni ve
vyspélych zemich. Prizkum uskute¢nény v Etiopii detekoval E. bieneusi v 77 % ptipadii
a E. intestinalis v 15,4 %, tim bylo potvrzeno, ze se v lidské stolici nemusi striktné
vyskytovat jen Enterocytozoon bieneusi, ale také druhy rodu Encephalitozoon spp.
SmiSend infekce byla odhalena v 7,7 % (Endeshaw et al. 2006). Déle se ve stolici mlze
vyskytovat druh Vittaforma corneae (Matos et al. 2009). V nasi studii byla smiSena infekce
detekovana ve 14 ptipadech, vzdy se jednalo o E. bieneusi s Encephalitozoon spp.
z diavodu metodické nedostateCnosti pro ptipadné rozliSeni smiSené infekce jednotlivymi

druhy rodu Encephalitozoon.

Jelikoz ndm neni znam zdravotni stav pacientll ani socialni podminky, miizeme se pouze
domnivat, pro¢ u lidi Zijicich v Ceské republice je prevalence vyskytu mikrosporidii
44,8 %. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim by mohl byt zoonoticky potencidl
studovanych mikrosporidii. Nékolik studii potvrzuje Casty vyskyt mikrosporidii u prasat,
skotu (Deplazes et al. 1996; Rinder et al. 2000), v zajeti chovanych zvifat (Bornay-Llinares
et al. 1998), ale i ptakt (Kasi¢kova et al. 2007), nejvice u méststkych holubti ve Spanélsku
s prevalenci 29 % (Haro et al. 2005) a Holandsku s prevalenci 11 % (Bart et al. 2008).
Tomu nasvédcuje 1 nas nalez genotypl E. bieneusi (EbpA, BFRmr2, Isolate 5 a BEB4)
a genotypu rodu Encephalitozoon spp. (E. cuniculi typ 1, typ I, E. intestinalis, E. hellem

1A). Vétsina genotypl E. bieneusi detekovanych v na$i praci nebyla doposud popséana
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u lidi. Enterocytozoon bieneusi genotyp EBpA byl detekovan u skotu a prasat
(Breitenmoser et al. 1999; Rinder et al. 2000), genotypy Isolate 5 a BFRmr2 u prasat
(Buckhotlt et al. 2002; Reetz et al. 2009) a genotyp BEB4 u skotu (Sulaiman et al. 2004).
Tti genotypy dosud nebyly popsany a pracovné jsme je nazvali genotyp E.b.NEW1 —
E.b.NEW3. Encephalitozoon cuniculi typ 1 se nejvice vyskytuje u kraliki, byl detekovan u
dvou z Sesti pacientli ve Svycarsku, ktefi pfisli do styku s kraliky (Mathis et al. 1997;
Weber et al. 1997). Typ II nebyl dosud u lidi popsan, byl detekovan jen u mysi, potkanti a
polarnich lisek (Hersteinsson et al. 1993). Jeho vyskyt u lidi ale neni ptekvapivy z divodu
sirokého hostitelského spektra ostatnich typt druhu E. cuniculi a bylo jen otazkou casu,
kdy bude
u Cloveka nalezen. Zdrojem infekce mohou byt mySim trusem kontaminované potraviny.
Encephalitozoon hellem 1A byl identifikovan ve vzorcich z HIV-pozitivnich pacienti ze
Spanélska, Itilie a USA (Haro et al. 2003). Encephalitozoon intestinalis je druha
nejcastéjsi mikrosporidie infikujici lidi, nejvétsi prevalenci vykazuji AIDS pacienti (Mathis

et al. 2005). Je tudiZ s podivem, Ze se v naSich vzorcich objevil jen dvakrat.

Vysledky naSi prace jsou piekvapivé, ukazalo se, Zze vyskyt mikrosporidii v populaci je
vys$si nez se dosud predpokladalo. Za rizikové faktory infekce lidi mikrosporidiemi Ize na
zéklad¢ detekovanych genotypi povazovat kontakt s infikovanymi zvifaty, pozieni
kontaminované vody ¢i potravin. Pro bliz§i posouzeni zdrojl lidské infekce bude nutné
provést rozsdhlejsi studii se zaméfenim na environmentdlni kontaminace sporami

mikrosporidii a rezervoarova zvirata.
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Zavery
Vysetteni stolice lidi pomoci barveni spor calcofluorem ukézalo celkovou prevalenci

10,9 %. Nejvice se spory vyskytovaly u déti mezi 6-ti aZz 11-ti lety. Nejcastéji byly

mikrosporidie detekovany ve vzorcich pastovité stolice.

Pomoci metody PCR byla zjisténa celkova prevalence 44,8 % s nejvySsim vyskytem
u lidi starSich 50-ti let. NejCast€ji byly mikrosporidie detekovany ve vzorcich pastovité

stolice.

Nejcastéji se vyskytujici mikrosporidii byl druh Encephalitozoon cuniculi typ 11, ktery
nebyl dosud u lidi zachycen. Detekovany byly pouze dva genotypy jiz diive nalezené
u lidi, E. cuniculi typ 1 a E. hellem 1A. Encephalitozoon intestinalis, druha

v

nejrozsitenéjsi lidska mikrosporidie, byl identifikovan pouze ve 2 piipadech.
Enterocytozoon bieneusi, mikrosporidie nejbéznéjsi pro cloveka, byla zachycena
v nejmensim poctu. Byly identifikovany ctyfi diive u zvifat popsané (EbpA, BEB4,
BFRmr2, Isolate 5) a tfi nové genotypy (E.b.NEW1 — E.b. NEW3).

Ziskané vysledky potvrzuji hypotézu o celosvétovém, na zivotni tirovni nezavyslém
rozSifeni mikrosporidii, ukazuji na absenci pfenosovych bariér mezi zvifaty a lidmi

a naznacuji vyskyt asymptomatickych infekci imunokompetentnich hostiteld.
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