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1.UVOD

Kryptosporidie, stejné¢ jako mikrosporidic rodu Encephalitozoon a Enterocytozoon,
patii mezi jednobunécné monoxenni parazity. Vyskytuji se u hostiteli z fad bezobratlych
a vSech tfid obratlovcl véetné Cloveka. Jednd se o eukaryotni organismy. Mikrosporidie
jsou fazeny do kmene Mikrosporidia v rdmci fiSe Fungi, kryptosporidie do kmene
Apicomplexa, fiSe Chromalveolata. Nékteré druhy jsou hostitelsky specifické, zatimco
jiné napadaji mnoho hostitelskych druhd.

Kryptosporididéza 1 mikrosporididza patii mezi oportunni infekce, coz znamena, Ze
projev nakazy zavisi, kromé lokalizace a druhu parazita, pfedev§im na imunitnim stavu
hostitele. Zminéni paraziti infikuji zejména jedince se snizenou imunitou, pfedevsim HIV
(SIV) pozitivni, pacienty po transplantaci organi a kostni dfené, cestovatele, seniory
a déti. Onemocnéni miize byt akutni i chronické, zcela asymptomatické az letalni
u imunokomprimovanych jedinci. K pfenosu dochazi fekalné — orélni cestou.

Organismy obou kmentl patii mezi nejcastéjsi parazitické prvoky napadajici savce.
Vyskytuji se na vSech obydlenych kontinentech, v rozvojovych i rozvinutych zemich.
K jejich Sifeni nepopiratelné pfispiva fakt, ze dosahuji pouze malych rozméra a exogenni
vyvojova stadia (oocysty a spory) piezivaji dlouho i v neptiznivych podminkach. Tyto
organismy vykazuji zoonoticky potencial, mohou byt tedy piendSeny mezi Clovékem
a zvifaty.

Vzhledem k blizké fylogenetické piibuznosti ¢lovéka s ostatnimi lidoopy, existuje cela
fada patogent, ktera je mezi nimi ptrenaSena. Zvlasté¢ pak v posledni dobé&, kdy vlivem
rostouci lidské populace, fragmentace biotopti a ubytku pfirozenych habitati dochazi
k bliz§imu kontaktu ¢lovéka s lidoopy. Choroby pouze lidské tak mohou byt pienaseny
na primaty a naopak. Populace ohrozenych lidoopt, které jsou pfedmétem habituace za

ucelem ekoturismu a vyzkumu, tak mohou byt snadno vystaveny nebezpe¢i nakazy.



2. CILE PRACE

e Zpracovat kriticky literarni resersi o tématu
e pomoci molekularnich metod detekovat kryptosporidie a mikrosporidie rodu
Encephalitozoon a Enterocytozoon ve vzorcich trusu riznych druhti lidoopt

e posoudit vliv kontaktu ¢lovéka s lidoopy na riziko infekci



3.LITERARNI PREHLED

3.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou jednobuné¢ni intracelularni paraziti, které mizeme nalézt u celé
fady hostiteld — zvlasté u bezobratlych a ryb (Mathis a kol. 2005). Byly ale také
pozorovany u prvokii (Fokin a kol. 2008), mechovek (Canning a kol. 2002),
malostétinatct (Morris a kol. 2005), hlistic (Troemel a kol. 2008) a vSech tiid obratlovct
vcetné Clovéka (Matsubayashi a kol. 1959, Desportes a kol. 1985, Didier a kol. 1991, Cali
a kol. 1993). Mikrosporidie jsou pfi¢inou vyznamnych ekonomickych ztrat ve véelafstvi,
hedvabnictvi a rybatstvi (Wittner 1999). Rozsitfeni mikrosporidii je kosmopolitni a tato
protista byla nalezena na vSech obydlenych kontinentech.

Je zndmo celkem 14 druhG mikrosporidii infikujicich €lovéka a bylo zaznamenéano
nckolik set ptipadii nakazeni (Didier 2005). Nejcastéji jsou u lidi detekovany dva druhy:
E. bieneusi a E. intestinalis.

3.1.1 Taxonomie

Mikrosporidie byly dfive fazeny do fiSe Archezoa, protoze jsou v mnoha ohledech
podobné prokaryontnim organismim. Maji velmi maly genom a ribozomy podobné
prokaryotnim. Postradaji centrioly, peroxizomy a mitochondrie. Introny jsou u nich
pfitomny ziidka. Nyni jsou mikrosporidie povaZzovany za velmi odvozené houbové
organismy, které proSly vyznamnymi genetickymi a funkénimi ztratami, které vedly
k tomu, Ze maji jeden z nejmensich eukaryotnich genomti (Mathis a kol. 2005). Radi se
jako samostatny kmen Mikrosporidia do fise Fungi a jejich nejblize ptibuznou skupinou
jsou Zygomycetes (Keeling a kol. 2000). S houbovymi organismy maji spole¢nou
pfitomnost chitinu, trehaldzy a n€kterych genti. Poznatek o piislusnosti mikrosporidii do
fiSe Fungi vedl mimo jiné k zavedeni u¢innéjsi 1éEby mikrosporidiozy, a to diky pouziti
inhibitort chitin syntazy.

V ramci kmene jsou klasifikovany podle velikosti a morfologie spor, poctu zaviti
polové trubice, uspofadani jadra, typu bunécného de€leni, vyvojového cyklu a vztahu
hostitel — parazit (Sprague a kol. 1992, Didier a kol. 1998). Na zakladé pritomnosti
mitochondriim podobnym HSP70 genti u nékolika druht mikrosporidii, je predpokladana

sekundérni ztrata mitochondrii (Keeling a kol. 2000).



Kmen Mikrosporidia zahrnuje v souc¢asné dob¢ pres 1200 popsanych druhii (Didier
2005).

3.1.2. Historie

V 19. stoleti infekce mikrosporidii pustoSila evropsky hedvabny primysl a téméf
zdevastovala chovy bource moruSového (Bombyx mori) ve Francii, Némecku a Italii.
Roku 1857 profesor botaniky Carl Wilhelm von Négeli ve své predndsce pojmenoval
organismus za tuto $kodu zodpovédny jako Nosema bombycis (Néageli 1857). Tento rok je
povazovan za pocatek mikrosporidiologie, 1 kdyz nékteré prace o mikrosporidiich byly
publikovany diive (Gluge 1838, Miiller 1841, Creplin 1842).

Poté co byla popsana Nosema bombycis, byly nalezeny podobné organismy u celé fady
zivoCichli — zejména bezobratlych a ryb. Systematické zatfazeni mikrosporidii bylo vSak
sporné fadu let — Casto byly fazeny do Schizomycetes, které zahrnovaly kvasinky
a bakterie, oznaCovdny za jednobunécné fasy nebo néadorové bunky. Prvni
zdokumentovany piipad mikrosporidii u savce je z roku 1922, kdy Wright a Craighead
popsali tyto organismy u kraliki, kteti vykazovali ties, otupélost a strnulost (Wright
a Craighead 1922). Tato mikrosporidie byla nazvana Encephalitozoon cuniculi.

Prvni pfipad infekce ¢loveéka byl popsan v roce 1959 u devitiletého chlapce, ktery trpél
horeckou, bolestmi hlavy a kife€emi (Matsubayashi a kol. 1959). U lidi byly popisovany
ziidka az do zacatku pandemie HIV, kdy pocet nakazenych osob mikrosporidiemi vzrostl.
Byly také popsany nové druhy, které jsou schopny napadnout ¢lovéka. U pacientti s AIDS
byly odhaleny: Enterocytozoon bieneusi vroce 1985 (Desportes a kol. 1985),

Encephalitozoon hellem v roce 1991 (Didier a kol. 1991) a Septata (Encephalitozoon)
intestinalis v roce 1993 (Cali a kol. 1993).

V souvislosti s vétsim povédomim o mikrosporidiich a objevenim lepSich
diagnostickych technik byly popsany i u pfijemct transplantovanych organi a kostni

diené, cestovatell, déti, seniorti a uzivatell kontaktnich ¢ocek (Deplazes a kol. 2000).

vvvvvv

3.1.3 Vyvojovy cyklus
Mikrosporidie nemaji aktivni stadia mimo hostitelské bunky a v prostiedi piezivaji ve
stadiu spory. Zivotni cyklus mikrosporidii (Obrazek 1) miZeme rozdélit na tii faze

(Weber a kol. 1994):



infek¢ni fazi (zahrnuje stadium spory a jeji uvolnéni do prosttedi, pfenos spory,

vystieleni polové trubice a infekéniho obsahu spory do hostitelské buiiky)

e proliferacni vegetativni fazi —

A= infekéni stadiom

merogonii (organismus se déli v hostitelské burice)

intracelularni sporogonii (formuji se nové spory)

Obrazek 1: Mikrosporidie - Zivotni cyklus (upraveno)
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Cytoplazma obsahuje jednojadernou nebo dvoujadernou infek¢ni ¢ast (sporoplazma),

specialni vystfelovaci aparat (skladajici se z polové trubice stocené uvniti spory, jenz je



ptipojena ke kotvicimu disku v pfedni Casti spory), atypicky Golgiho aparat — slozity
syst¢ém membran (lameldrni polaroplast), posteriorni vakuolu, hrubé endoplazmatické
retikulum a volné ribozomy. Mikrosporidie nemaji peroxizomy a mitochondrie. Mohou
byt jednojaderné (napi. Encephalitozoon, Enterocytozoon) nebo dvoujaderné — dvé
spojena jadra, ktera funguji jako jednotka (napt. Nosema, Brachiola). Poélova trubice,
ktera je ve spofe svinutd, vytvari piiblizné 4-30 zaviti kolem sporoplazmy a slouzi
Kk pfenosu sporoplazmy do hostitelské bunky. Ke sténé spory je pfichycena kotvicim
diskem. Kritériem pro zahrnuti do kmene mikrosporidii je pravé pfitomnost této organely
a pocet zavitu pélové trubice je klicovym klasifikacnim znakem v ramci tohoto kmene.

Spory maji ovalny tvar (Obrazek 2). Stény spor mikrosporidii se skladaji:

e ze zvInéné glykoproteinové exospory

e 7 chitinové endospory

e 7 tfivrstvé plazmatické membrany, kterd spordm zajiSt'uje mimoiadnou odolnost

Spory se 1isi velikosti a strukturou, ale u savct nepfesahuji 3 um. Spora pronika do
hostitelské buiiky pomoci polové trubice. Pokud je spora aktivovana nespecifickymi
signdly, jako jsou zmény osmotického tlaku nebo pH zpisobené hydrolyzou zasob
Nasledné zvyseny tlak zplsobi vystieleni polové trubice, jez pronikne plazmatickou
membranu hostitelské burniky, a vypuzeni sporoplazmy skrze podlovou trubici.

Uvniti hostitelské buiiky se sporoplazma za vhodnych podminek déli a vytvari
prolifera¢ni formu (meronty). Meronti maji ovalny, prodlouzeny nebo nepravidelny tvar,
jednoduchou plazmatickou membranou a malé ribozomy. Vyvoj meronta mtze probihat
v parazitoforni vakuole (napf. Encephalitozoon spp.) nebo zistava volné v piimém
kontaktu s cytoplazmou (napt. Enterocytozoon bieneusi). Meronti jsou piizptsobeni
K odsavani zivin piimo z hostitelské bunky. Vyviji se ve sporonty, ktefi se deli
a vznikaji sporoblasty — plazmatickd membrana se zesiluje, cytoplasma se zahustuje
a vytvari se organely spory (vakuola, pélova trubice a kotvici disk) (Wasson a Peper
2000). Dochazi k mnozeni a dozravani spor, které vyusti v protrzeni cytoplazmatické
membrany hostitelské buniky a uvolnéni spor do extraceluldrniho prostoru. Uvolnéné
spory mohou dale napadat okolni buiiky nebo se mohou S§ifit dale cévnim systémem.
Proniknuti do hostitelské builky je mozné nejen pomoci polové trubice, ale také

fagocytozou.



Obrazek 2: Mikrosporidie — spora (Keeling a Fast 2002, upraveno)
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3.1.4 Mechanismy pienosu infekce

Spory mikrosporidii se vyskytuji bézné v prosttedi, do néhoz jsou vylu¢ovany zviraty
smoci a vykaly. Na clovéka mohou byt pfendSeny kontaktem s jinymi infikovanymi
lidmi, zvitaty nebo vodou. Bylo také popsano preneseni skrze poStipani hmyzem.

U laboratornich zvifat byl experimentalné prok4zan i intraperitonedlni, intravendzni,
intratrachedlni a intracerebralni pfenos infekce (Snowden a kol. 1998).

e Horizontalni a vertikalni prenos

Pfenos spory do hostitelského organismu se déje nejcastéji vdechnutim nebo
pozienim. Byl také popséan pienos horizontalni skrze placentu u hlodavct, koni, lisek, pst
a opic. (Snowder a kol. 1998, Snowder a Shadduck 1999). U c¢lovéka prokdzan nebyl
(Didier a kol. 2000). Zfidka mtze byt infekce pfenesena pfimym kontaktem — napt. ocni
infekci nebo ranou. Podle nalezu mikrosporidii v mocovodu a prostaté nékterych pacientti
s AIDS je pravdépodobny sexualni pfenos mikrosporidii (Birthistle a kol. 1996).
PocateCni misto infekce zavisi na zpilisobu pfenosu — typicky se jednd o bunky

gastrointestindlniho nebo dychaciho traktu.



e Pfenos vodou

Mnoho druhti mikrosporidii (véetné E. intestinalis a E. bieneusi) je pfitomno Vv pude¢,
uzitkovych, povrchovych a odpadnich vodach (Dowd a kol. 1998). Pienos skrze vodu je
mozny diky nizké hostitelské specificit¢ mikrosporidii. Mnoho zvifat je infikovanych
stejnymi druhy mikrosporidii, které¢ napadaji clovéka. Zdroje vody mohou byt
kontaminovany moci a vykaly infikovanych zvifat. Spory mikrosporidii mohou pfezivat
dlouhé obdobi ve vod¢ a infekéni davka pro ¢lovéka je velmi mala. Spory jsou malé a tak
tézko zachytitelné filtraci. Jsou schopné prezivat ve slané i1 sladké vodé a proto
predstavuji znaéné riziko. Napf. spory E. cuniculi jsou velmi odolné, zlstavaji infek¢ni po
vysuSeni, zmrazeni a rozmrazeni, uchovéavani v destilované vod¢ a inkubaci 24 hod pfi
pH 4 a pH 9 (Shadduck a Polley 1978). Encephalitozoon intestinalis a E. hellem jsou
schopny prezit ve vodé pti teplotach 10-30 °C po nékolik mésict (Didier a kol. 2004).
Spory mohou piezivat v nechlorované vodé az 10 let (Shadduck a Polley 1978).

e Pienos potravinami

Mozné je také nakazeni z potravy — konzumaci syrového rybiho masa, Spatné tepelné

upraveného masa ¢i motskych ploda (Didier a kol. 2004).

3.1.5 Prevence

Neni piesné zndmo, co vSe muze byt zdrojem infekce mikrosporidii. Hlavnim
rizikovym faktorem je pfedevsim kontakt s vodou.

Za rizikové chovani u HIV pozitivnich pacientli je povazovano poZivani Spatné tepelné
zpracovaného hovéziho masa, plavani ve vefejnych bazénech, kontakt svodou
V zaméstnani, prace se zvitaty, ktera by mohla byt infikovdna mikrosporidiemi, nitrozilni

aplikace drog, poStipani vcelou, vosou nebo srSném (Hutin a kol. 1998, Deplazes a kol.
2000).

3.1.6 Projevy infekce

Ackoli byly mikrosporidie zpocatku povazovany za fidce se vyskytujici, dnes jsou
znamy jako béZné rozsifené patogeny, zvlaste¢ pak u HIV pozitivnich pacienti. Klinické
pfiznaky a pribéh nemoci zaleZi na druhu mikrosporidie a imunitnim systému jedince
(Didier 2005).

U imunokompetentnich osob je infekce Casto bez klinického projevu. NejcastéjSim
projevem spojenym s infekci zazivaciho traktu je prijem, ale vyskytuje se také hepatitida,

zanét pobfiSnice, ofni infekce, plicni infekce, zanét ledvin, mocové trubice, svala



a mozku. Infekce jsou obvykle chronické, pomalu piisobici a ziidka kdy zivot ohrozujici
(Shadduck a Greeley 1989).

Procento nakazenych mikrosporidiemi u pacientd s AIDS se pohybuje od 2 do 50 %
Vv zavislosti na geografické oblasti a pouzitych diagnostickych metodach (Weber a kol.
1994, Kaotler a Orestein 1998). Podle téchto udaji bylo celkové procento AIDS pacientti
nakazenych mikrosporidiemi odhadnuto na 15 (Bryan a Schwarz 1999). Vyssi
infikovanost byla zaznamenana mezi darci krve, t€hotnymi zenami, U pracovnikli na
jatkach, pacientd s prijmem, cestovateld, seniort, déti a homosexualt (Van Gool a kol.
1997, Enriquez a kol. 1998, Lopez-Velez a kol 1999, del Aguila a kol. 2001, Miiller a kol
2001, Lores a kol. 2002).

U déti v tropech, které byly nakazeny mikrosporidiemi, zejména E. bieneusi, byl
privodnim pfiznakem infekce silny prijem, pravdépodobné kvili oslabenému
imunitnimu systému v dusledku $patné vyzivy (Valperga a kol. 1999, Tumwine a kol.
2002). Bylo také publikovano, Ze star§i lidé ve Spanélsku jsou vice néachylni
k mikrosporididze, pravdépodobné diky snizené imunité v dasledku starnuti (Lores a kol.
2002).

Oc¢ni infekce muze nastat i u 0S0b imunokompetentnich. Vittaforma corneae,
Brachila algerae a Nosema zpiisobuji zastifené vidéni a protrzeni rohovky (Font a kol.
2003).

3.1.7 Terapie

Nejcastéjsi 1écba mikrosporididzy u lidi a zvifat je pomoci albendazolu a fumagilinu
(Conteas a kol. 2000). Albendazol je efektivni pii 1é€beé mikrosporidii rodu
Encephalitozoon, ale ne vzdy je G¢inny proti E. bieneusi (Gross 2003). Proti infekci E.
bieneusi je G¢inny fumagilin, antibiotikum produkované Aspergillus fumigatus, ktery je
vSak casto pro lidsky organismus toxicky. Mnoho dalSich testovanych 1é¢iv ma
proménlivé ucinky.

Pii 1é¢bé AIDS pacientt je Gi¢inna antiretroviralni terapie (Highly Active Antiretroviral
Therapy, HAART), ktera obnovenim imunitniho systému brani rozvinuti mnohych

oportunnich infekci véetné mikrosporidii.



3.1.8 Enterocytozoon bieneusi

Rod Enterocytozoon zahrnuje druhy Enterocytozoon bieneusi a E. salmonis. E.
bieneusi je nejcastéj$i druh mikrosporidii, ktery infikuje ¢lovéka. Je znamo nékolik set
piipadii nakazeni z celého svéta. Prevalence u HIV pozitivnich osob je odhadovana na
50 % (Didier a kol. 2004). E. bieneusi byl poprvé detekovan v roce 1985 na zakladé
vySetieni pacienta s AIDS trpiciho chronickym prijmem (Desportes a kol. 1985).

Byl popsan u imunodeficitnich i imunokompetentnich osob, prasat (Rinder a kol. 2000,
Buckholt a kol. 2002, Sak a kol. 2008), telat (Dengjel a kol. 2001, Fayer a kol. 2003,
Sulaiman a kol. 2004), koc¢ek (Rinder a kol. 2000), kufat (Reetz a kol. 2002), lam
(Dengjel a kol. 2001), pst a koz (Lores a kol. 2002), kralikd (del Aguila a kol. 1999),
myvall, ondater, bobr(, liSek (Sulaiman a kol. 2004), divokych prasat (del Aguila a kol.
2004), pstrosti a holubtll (del Aguila a kol. 2004, Haro a kol. 2005), lidoopii (Mansfield
a kol. 1997, Sestak a kol. 2003), koni a kudut (Santin a Fayer 2011).

Organismus se vyviji v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské buitky mimo
parazitoforni vakuolu. Spory jsou nejmensi ze vSech mikrosporidii, ovalné, tenkosténné,
meéfici pouze 1,1-1,6 x 0,7-1,0 pm. Maji pét az sedm zavitl polarni trubice uspofadanych
do dvou fad (Vavra a Larrson 1999). Parazit obvykle primarné napadé enterocyty tenkého
stfeva a epitelni bunky Zlu¢niku, byl ale také nalezen v bunkach jater, slinivky, priadusek

a nosniho epitelu (Franzen a Miiller 2001).
3.1.9 Encephalitozoon spp.

Zatimco E. bienusi zptsobuje pomérné lokalizované infekce v zazivacim nebo méné
Casto V dychacim traktu, zastupci rodu Encephalitozoon se rozSifuji a zpusobuji zanét
dutin, keratokonjunktivitu, encefalitidu, tracheobronchitidu, zanét ledvin, hepatitidu,
myositis a ve spojitosti s HIV mizou ovlivnit v§echny organové soustavy (Weber a kol.
1994).

Vsechny druhy rodu Encephalitozoon se vyvijeji v parazitoforni vakuole. Spory méfi
2,0-2,5 x 1,0-1,5 pm a polérni trubice tvoii pét az sedm zaviti v jedné fad¢ (Franzen

a Miller 2001).

Encephalitozoon cuniculi byl prvni pozorovanou mikrosporidii u savct a je také nejvice
zkoumanou mikrosporidii napadajici savce. Byl popsan u kralikd, mysi, krys, ondater,
morcat, kiecka, rejskil, koz, ovci, prasat, koni, pst, liSek, koc¢ek a primatt vcetné clovéka

(Shadduck a Pakes 1971). Jsou znamy ctyfi genotypy. Genotyp | pochézi z kralikd,
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genotyp Il zmysi, genotyp III ze psii a genotyp IV byl objeven u HIV pozitivniho
pacienta (Shadduck 1969, Shadduck a kol. 1978, Didier a kol. 1998, Talabani a kol.
2010). E. cuniculi zpusobuje rozsifené infekce téméf ve vSech organovych systémech

(Mertens a kol. 1997).

Encephalitozoon hellem je morfologicky podobny E. cuniculi a nelze ho odlisit pouze
pomoci mikroskopu. Byl ur¢en za pouziti biochemickych a imunologickych metod v roce
1990 jako pfic¢ina keratokonjunktividy u HIV pozitivniho pacienta. Napada dychaci
a urogenitalni trakt, Casté je jeho rozsifeni do dalSich tkani (Diddier a kol. 1991, Schwartz
a kol. 1992). Pozorovan byl u ¢loveéka, mysi, kralikt, ptaka (Slodkowicz-Kowalska
2006b, Kasickova a kol. 2007), kalon¢ (Childs-Sanford a kol. 2006) a scinki (Koudela a
kol. 1998).

Encephalitozoon intestinalis, diive Septata intestinalis, vytvafi jedine¢nou strukturu,
parazitem vyluc¢ovanou vlaknitou sit’, tvofici septa, obklopujici vyvijejiciho se parazita.
Matrix je vyluCovana do parazitoforni vakuoly. Encephalitozoon intestinalis byl
pozorovan u osll, zeber, psu, prasat, krav, koz (Bornay-Llinares a kol. 1998), goril
(Graczyk a kol. 2002), koal (Nimmo a kol. 2007), lisek (Murphy a kol. 2006), slavicky
(Graczyk a kol. 2004) a ¢lovéka. Od Enterocytozoon bieneusi byl odlisen v roce 1993.
Encephalitozoon intestinalis napada zazivaci trakt, ZluCové cesty a muze se rozsitit do

ledvin, o¢i a nosnich dutin (Orenstein a kol. 1992).
3.1.10 Dalsi mikrosporidie infikujici ¢lovéka

Jako patogeny ¢loveka byly také popsany mikrosporidie rodu Nosema. Ackoli je tento
rod Siroce roz$ifen, vétSina druhll parazituje u bezobratlych. U ¢loveéka byly detekovany
N. connori a N. ocularum (Margileth a kol. 1973, Sprague a kol. 1974, Cali
a kol. 1991). Pleistophora spp. jsou bézni paraziti ryb, ale u ¢lovéka byla nalezena pouze
Pleistophora ronneafiei (Ledford a kol. 1985). Morfologicky je mu podobny rod
Trachipleistophora spp., u ¢loveéka byly detekovany T. anthropophthera a T. hominis
(Hollister a kol. 1996, Vavra a kol. 1998). Vittaforma corneae byla izolovana z nadoru
rohovky imunokompetentniho pacienta (Silveira a Canning 1995). Brachiola algerae je
mikrosporidie, kterd je znama u komart, ale mize byt prenesena také na clovéka, stejné
jako B. vesicularum a B. connori (Cali a kol. 1998, Visvesvara 1999).

Skupina Microsporidium je soubor identifikovanych druht, jejichZ zatfazeni je nejisté,

protoze chybi podrobnosti o zivotnich cyklech. M. ceylonensis bylo identifikovano
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v nadoru rohovky 1lletého chlapce ze Sri Lanky (Ashton a Wirasinha 1973).

M. africanum bylo izolovano z nadoru rohovky zeny z Botswany (Pinnolis a kol. 1981).

3.1.11 Mikrosporidiéza u opic Starého svéta

Spontanni a experimentalni ndkazy Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon
cuniculi byly popsany u makakta (Macaca mulatta, M. nemestrina a M. cyclopsis), lemurt
(Eulemur macaco a E. mongoz) a kockodana zeleného (Cercopitherus pygerythrus)
chovanych v zajeti (Tabulka 1).

Prvni dokumentovany ptenos E. bieneusi mezi dvéma hostiteli pochazi z roku 1997,
kdy byla experimentalné pienesena nakaza mezi AIDS pacientem a SIV pozitivnim

makakem (Macaca mulatta) (Tzipori a kol. 1997).

Tabulka 1: Mikrosporidioza u opic Starého svéta chovanych v zajeti.

Druh | Infekce | SIV Hostitel Projevy infekce Reference
tézka sepse a N
Macaca mulatta endokarditida Tzipori a kol. 1997
g Macaca mulatta
= . et v Mansfield a kol. 1997
- 5 Macaca nemestrina | zanét zlucovych cest halif kol
5 = + | Macaca cvclopsi Chalifoux a kol. 1998
S) 8 yclopsis
TR 8
S o 3 .
8 S o zanét zlucovych cest | Mansfield a kol. 1998
T o
0 Macaca mulatta serositis Chalifoux a kol. 2000
- Green a kol. 2004
S i Eulemur macaco bez piiznakil Slodkowicz -Kowalska
é Eulemur mongoz p a kol. 2006a
72}
- — . y .
S Ti i Cercopitherus poskpzenljater, van Dellen a kol. 1989
S = Z pygerythrus ledvin a mozku
—_ Q
SE| E
g3 3 poskozeni jater a -
o £ + Macaca mulatta . Didier a kol. 1994
AT o ledvin

U volné Zzijicich opic v Kamerunu: ko¢kodana bé&lonosého (Cercopithecus nicticans),
kockodana muido (Cercopithecus cephos), kockodana pruhohibetého (Cercopithecus
pogonias), kockodana brazzova (Cercopithecus neglectus), kockodana talaponina

(Miopithecus talapoin), mangabeje Stihlého (Cercocebus agilis), mangabeje obecného
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(Cercocebus albigena) a guarézy plastikové (Colobus guereza) byla zkoumana nakaza E.

bieneusi (Pourrut a kol. 2002). Nakaza nebyla prokazana u zadné ze 42 opic.

3.1.12 Mikrosporidiéza u opic Nového svéta

Prevalence u volné zijicich opic Nového svéta neni znama a studie popisuji pouze
nakazy E. cuniculi u jedinct chovanych v zajeti. Jsou zdokumentovany u kotula
veverkovitého (Saimiri sciureus), tamarint (Saguinus imperator a S. oedipus), lvicka
zlatého (Leontopithecus rosaria rosaria) a titiho rezavého (Callicebus moloch) (Tabulka
2).

Tabulka 2: Spontanni nakazy E. cuniculi u opic Nového svéta chovanych v zajeti.

SIv Hostitel Projevy infekce Reference
Callicebus moloch - Seilbold a Fussell 1969
+
Saimiri sciureus zanét ledvin a plic | Zeman a Baskin 1985

poskozeni CNS | Brown a kol. 1973
Saimiri sciureus

- Shadduck a Baskin 1989

Saguinus imperator sepse Guscetti a kol. 2003
Saguinus imperato

Oedipomidas oidipus poskozeni jater | Reetz a kol. 2004
Leontopithecus rosaria rosaria

Saguinus imperator poskozeni jater,

Juan Sallés a kol. 2006

Oedipomidas oidipus plic a svalii

3.8.13 Mikrosporidiéza u lidoopii

Mikrosporidie byly pozorovany v narodnim parku Bwindi (330 km?) v Ugandg. Tento
park je domovem asi 290 horskych goril (Gorilla beringei beringei), coz tvofi necelou
polovinu jejich svétové populace. Byla popsana nakaza E. intestinalis u 3 horskych goril a
2 lidi (Graczyk a kol. 2002). Tyto gorily jsou zvyklé na pfitomnost lidi. Vzhledem
k tomu, Ze genotyp pozorovany u nakazenych osob i goril je stejny, je pravdépodobné, ze
doSlo k pfenosu ndkazy zgoril na clovéka nebo naopak. Zaméstnanci parku

pravdépodobné pii odklizeni trusu nedbali bezpecnostnich ptedpis nebo nakaza byla

wrwe
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Mikrosporisporidiéza byla také zkoumana u 150 Simpanzi (Pan troglodytes), 14
bonobii (Pan paniscus), 53 goril nizinnych (Gorilla gorilla) a 20 ¢lend personalu ze 13
evropskych zoologickych zahrad a 2 africkych rezervaci. Mikrosporidie byly nalezeny na
vSech zkoumanych mistech a 36,7 % jedincti bylo na mikrosporididézu pozitivnich (78 E.
cuniculi genotyp I, 5 E. cuniculi genotyp Il, 2 E. hellem a 4 E. bieneusi) (Sak a kol.
2011b).

3.2 Kryptosporidie

Kryptosporidie napadaji gastrointestinalni a respiracni trakt vSech tiid obratlovcl
véetné cloveka. Jsou rozsifeny celosvétoveé. Onemocnéni zplisobené kryptosporidiemi
oznacujeme jako kryptosporidiéza. Kryptosporidie jsou jednou z nejCastéjSich pficin
prijmovych onemocnéni u ¢lovéka (Wheeler a kol. 2007).

Nekteré druhy jsou velmi patogenni (C. parvum nebo C. hominis), zatimco infekce
jinymi druhy ve vétSiné ptipadl neni spojena s zadnym projevem nemoci (C. andersoni)
(Fayer a Xiao 2007). U imunokompetentnich jedincii jsou projevy mirngjsi,
u imunosuprimovanych mohou zpiisobit zdvazné zdravotni problémy nebo dokonce smirt.

Vétsina vyzkumu zaméfujictho se na biologii, morfologii, biochemii a imunologii
kryptosporidii je provadéna na Cryptosporidium parvum, ktery slouzi jako modelovy
druh. Tento druh se vyznacuje Sirokou hostitelskou specifitou, produkuje velké mnozstvi
oocyst a je geograficky Siroce rozsifen (Fayer a Xiao 2007).

Mezi druhy nejcastéji napadajici ¢lovéka patii  Cryptosporidium  parvum
a Cryptosporidium hominis (Xiao a Feng 2007). U téchto dvou druhd je patrna
proménlivost v zemépisném rozsifeni. Ve Velké Britanii a na Novém Zélandu je C.
parvum u ¢lovéka zodpovédné za vice infekci nez C. hominis a naopak C. hominis
zpusobuje vice infekci nez C. parvum v USA, Austrdlii a mnoha rozvojovych zemich

(Adamu a kol. 2010).

3.2.1 Taxonomie

Kryptosporidie jsou jednobunécni paraziti, ktefi jsou fazeni do kmene Apicomplexa.
Pro zastupce kmene Apicomplexa je typicky tzv. apikéalni komplex - invazni orgén, ktery
umoziuje prunik infek¢niho stadia do bunky hostitele. Diive byl rod Cryptosporidium
fazen ke kokcidiim, ale odliSuje se od nich celou fadou znakl: pomérné nizkou
hostitelskou a organovou specifitou, rezistenci k antimikrobidlnim 1ékiim, schopnosti

autoinfekce a nezvyklou lokalizaci parazita v membrané hostitelské bunky (Tzipori
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1983). Nekteré fylogenetické analyzy proto piedpokladaji wzky vztah mezi
kryptosporidiemi a gregarinami (Carreno a kol. 1999).

V ramci rodu Cryptosporidium v soucasné dobé rozeznavame 24 druhi a asi 70
platnych genotypt. Jejich identifikace je zalozena na morfologii vyvojovych stadii,
genetickych odliSnostech a hostitelské specificité. V ramci rodu potom rozliSujeme dvé
monofyletické skupiny kryptosporidii s rozdilnou lokalizaci vyvojového cyklu
a morfologii oocyst. Prvni skupinu tvoii kryptosporidie napadajici stfevni epitel. Jejich
oocysty jsou kulaté a dosahuji velikosti okolo 5 um. Druhym typem jsou kryptosporidie

infikujici zaludek hostitele. Jejich oocysty jsou ovalné a méti kolem 7 pm.

3.2.2 Historie

Rod Cryptosporidium poprvé popsal Ernest Edward Tyzzer v roce 1907. Tehdy prvoka
nalezeného v zalude¢nim epitelu mysi pojmenoval jako Cryptosporidium muris a popsal
jeho vyvojova stadia (Tyzzer 1907). V roce 1912 pak popsal dalsi druh Cryptosporidium
parvum, ktery nalezl v tenkém stfevé mysi (Tyzzer 1912). Oocysty C. parvum byly mensi
nez oocysty C. muris. Vroce 1955 byl identifikovan novy druh Cryptosporidium
meleagridis, ktery byl jako prvni spojen se smrti hostitele (Slavin 1955). Témto
organismiim nebyl pfikladan medicinsky vyznam az do roku 1976, kdy byly nezavisle na
sobé publikovany dvé studie potvrzujici vyskyt kryptosporidii u ¢lovéka (Meisel a kol.
1976, Nime a kol. 1976). Oba pacienti, zijici na farm¢ v ptitomnosti pst a dobytka, trp&li
prijmem.

V sedmdesatych letech byla publikovdna celd fada praci, popisujicich
kryptosporidiozu u skotu, ovci, prasat, koni, krocanti, kralikii, opic, hadii a morcat. Nartst
z4jmu také vzbudila zprava amerického Centra pro kontrolu nemoci (Center for Disease
Control, CDC) z roku 1982, ktera popsala 21 piipadi prijmového onemocnéni u AIDS
pacientll ve Spojenych statech, zpiisobenych kryptosporidiemi.

V devadesatych letech bylo pozorovédno, ze lidé byvaji nejcastéji nakaZzeni dvéma
odlisnymi typy C. parvum. Tyto dvé morfologicky podobné kryptosporidie byly nasledné
rozliSeny jako dva samostatné druhy C. hominis (dfive genotyp I — lidsky), napadajici
ptfevazné clovéka a C. parvum (diive genotyp II — bovinni) infikujici c¢lovéka
a pfezvykavce.

Od roku 1984 bylo zaznamenano ve svété vice nez 20 epidemii kryptosporididzy: mezi
nejvetsi pak patii epidemie v Caroll Country, Georgia roku 1987 (13 tisic nakazenych),
v Jackson Country, Oregon roku 1992 s 15 tisici nakazenymi a v Saitama Prefecture,
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Japonsko vroce 1996 (8,7 tisic nakazenych). Nejznamé&jsi vSak zdstava epidemie
kryptosporidiézy z roku 1993 ve mésté¢ Milwaukee. Diky své nebyvalé zavaznosti byla
zevrubn¢é popsana v tisku 1 védeckych pojednanich. Doslo k ndkaze 403 000 osob, 1 000
lidi bylo hospitalizovano a nejméné¢ 100 ji podlehlo, vétSinou jedinct s oslabenou
imunitou (Smith a Rose 1998).

3.2.3 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus kryptosporidii (Obrazek 3) je monoxenni, skladajici se z asexualnich
1 sexudlnich stddii a mizeme ho rozd¢lit na faze excystace, merogonie, gamogonie
a sporogonie. Jedinym exogennim stadiem je oocysta, ktera je tvofena tuhou t¥ivrstvou
sténou a zajistuje zivotnost Ctyi sporozoiti. U ¢lovéka mize cely vyvojovy cyklus

probéhnout béhem 4 dni (DuPont a kol. 2011).

Obrizek 3: Zivotni cyklus kryptosporidii (Fayer a Xiao 2007, upraveno)
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Endogenni faze zafind pozifenim oocysty s vodou nebo potravou. Oocysty se nasledné
dostavaji do respiracniho nebo traviciho traktu. Ve stén€ spory je sutura, kterd pfi

excystaci praska vlivem nizkého pH v zaludku, pankreatickych enzymi a zlucovych soli.
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Oocysta je oteviena a Ctyii sporozoiti opoustéji oocystu. Sporozoiti jsou volné pohyblivi
a pronikaji k cilovym bunkam — enterocytim. Vznikaji vyvojova stadia — trofozoiti.
Na hostitelskych bunikach jsou umistény epicelularné.

e Merogonie (asexualni déleni)

Nepohlavni déleni se nazyva merogonie (schizogonie). Pii déleni jadra trofozoith
vznikaji dva odlisné typy merontii. Meronti typu | vytvaieji 6-8 merozoitt, které¢ napadaji
dalsi enterocyty a vyvijeji se v dal$i meronty typu I nebo II. Meronti typu II vytvareji
Ctyfi merozoity.

e Gamogonie (sexualni déleni)

Merozoiti typu Il vstupuji do sexualniho dé€leni a vytvareji gamonty, samci
mikrogamonty a sami¢i makrogamonty. Z mikrogamontl vznikaji bicikaté mikrogamety,
které oplodnuji makrogamety vzniklé z makrogamonti. Pouze oplozené makrogamety se
mohou vyvinout v zygotu.

e Sporogonie

Zygota prochdzi sporogonii a vytvaii jeden ze dvou typt oocyst — tenkosténné
a tlustosténné. Tenkosténné oocysty (20 %) excystuji v téle hostitele a zplsobuji
autoinfekci. Silnosténné oocysty (80 %) opoustéji télo hostitele s vykaly a mohou

infikovat dalsi hostitele.

3.2.4 Zpiisoby pienosu

Kryptosporidie se ptenaseji fekalné - ordlni cestou. Zpiisoby pfenosu mohou byt:
piimym kontaktem (€lovék — €lovek, ¢loveék — zvite, zvife — zvife), kontaktem s vykaly
nakaZzeného jedince, vdechnutim, pozienim kontaminované potravy nebo vody (Fayer

a Xiao 2007).

e Horizontalni prenos

Byl pozorovan pienos v rodinach, Skolkach, Skolach a domech s pecovatelskou
sluzbou, nemocnicich (Ribeiro a Palmer 1985, Hannah a Riordan 1988, Ortega a kol.
2006). Popsan byl rovnéz pienos u homosexualnich muzt (Pedersen a kol. 1996, Griffiths
1998).
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e Zootonicky prenos

Kryptosporidie mohou byt na ¢lovéka pfeneseny piimym kontaktem se zviraty nebo

infikovanym trusem. Nejvice ohroZeni jsou veterinafi, zaméstnanci farem a chovatelé

dobytka (Rahman a kol. 1985, Reif a kol. 1989, Mahdi a Ali 2002, Preiser a kol. 2003).

Mnoho druhi kryptosporidii se vyznacuje Sirokou hostitelskou specifitou a mohou

napadat i ¢lovéka (Tabulka 3). NejcastéjSim druhem prenasenym z dobytka na ¢lovéka je

C.

parvum.

Tabulka 3: Piehled druhi a genotypui rodu Cryptosporidium infikujicich ¢lovéka.

Druh Reference

C. parvum Nime a kol. 1976, Meisel a kol. 1976
C. meleagridis Pedraza-Diaz a kol. 2000
C. muris Katsumata a kol. 2000
C. tyzzeri Xiao a kol. 2001

C. felis Pedraza-Diaz a kol. 2000
C. hominis Morgan-Ryan a kol. 2002
C. suis Leoni a kol. 2006

C. canis Xiao a kol. 2007

C. andersoni Morse a kol. 2007

C. wrairi Azami a kol. 2007

C. skunk genotyp Robinson a kol. 2009

C. horse genotyp Robinson a kol. 2009

C. rabbit genotyp Chalmers a kol. 2009

C. chipmunk I genotyp Jellison a kol. 2009

C. deer genotyp Jellison a kol. 2009

C. pig Il genotyp Kvac a kol. 2009

C. ubiquitum Fayer a kol. 2010

C. fayeri Waldron a kol. 2010

C. cuniculus Chalmers a kol. 2011

C. ryanae Waldron a kol. 2011

e Pienos vodou

Pfenos vodou patii mezi nejcastejsi zplsoby ptenosu. Oocysty kryptosporidii byly

nalezeny v odpadni, surové, uzitkové, povrchové i pitné vodé (Rose 1997, Johnson a kol.
desti a zdplavami, které zplsobuji prosakovani odpadnich vod (Bridgman a kol. 1995,
Yamamoto a kol. 2000). Castym zdrojem nakazy je také voda na koupalistich (Causer a
kol. 2006, Jones a kol. 2006). Oocysty jsou velmi odolné proti neptiznivym podminkam,

piezivaji dlouhou dobu ve vodé¢ i1 pii nizkych teplotach (Fayer a Nerad 1996).
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Velké mnozstvi epidemii kryptosporididzy ukéazalo, ze filtrace, flokulace, sedimentace
a dezinfekce bézné pouzivané pro upravu pitné vody nejsou zcela ucinné. Na zékladé
téchto informaci US EPA (US Environmental Protection Agency) vydala nové piedpisy
pro upravu pitné vody (Widmer a kol. 1996).

e Prenos jidlem

I kdyz nékazy kryptosporidiemi z jidla patifi mezi méné bézné, jsou dokumentovany
uz od osmdesatych let dvacatého stoleti. Mezi nejcastéj$i zdroje ndkazy patii motské
plody, ovoce, zelenina (nejspise protoze mohou piichazet do kontaktu s kontaminovanou
vodou a jsou cCasto konzumovany nedostate¢né tepelné upravené) a nepasterizované

mlécné vyrobky (Djuretic a kol. 1997, Dawson 2005, Robertson a kol 2005).

3.2.5 Projevy infekce

Nékazy  kryptosporidiemi  byly  dokumentovany u  imunodeficientnich
i u imunokompetentnich osob. Projevy infekce zalezi na druhu kryptosporidie, imunitnim
pribéh, mize u nich zplsobit chronickou a Zivot ohrozujici infekci, dochdzi rovnéz
k rozsifeni infekce do dalSich tkani. NejCast&jSim projevem nakazy je silny vodnaty
prijem, ktery muze byt doprovazen bolestmi bticha, nevolnosti, zvracenim, tbytkem
hmotnosti, zvySenou teplotou, bolesti svali a celkovou slabosti (Current a Garcia 1991,
MacKenzie a kol. 1994, Mathieu a kol. 2004). Méné¢ casté jsou infekce dychaciho traktu
(Brady a kol. 1984, Egger a kol. 1990, Clavel 1996). Kryptosporididza pievazuje u HIV
pozitivnich pacientll, zejména t&ch s nizkou hladinou CD4+ T-lymfocytii. Casta je také
u imunosuprimovanych osob podstupujicich chemoterapii, ptijemcii darovanych organt
a kostni dfeng, pacientd na hemodialyze a 0sob vystavenych rizikovym sexudlnim
praktikam (Sreedharan a kol. 1996, Hunter a Nichols 2002, Turkcapar a kol. 2002,
Tappeh a kol. 2006). Paraziti rodu Cryptosporidium jsou rovnéz castou pticinou

dlouhotrvajiciho prijmu u déti v rozvojovych zemich (Dillingham a kol. 2002).

3.2.6 Terapie a preventivni opatieni

Na rozdil od mikrosporidiozy neni 1é¢ba kryptosporidiozy prili§ efektivni. Testovana
1éCiva se ukézala v pottebnych mnozstvich pro organismy jako toxicka, caste¢né nebo
zcela neucinna. Mezi nejcastéji pouzivana lé¢iva v humanni medicin€ patii paromomycin,
spiramycin, azithromycin a nitazoxanid a u HIV pozitivnich pacientli antiretroviralni
1écba. (Griffiths 1998)

19



Silnosténné oocysty jsou odolné vic¢i nepiiznivym podminkam prostiedi a jsou
schopny se S§ifit i pretrvavat v chlorované vod¢, proto jsou bézné upravy vody casto
neucinné. Pravdépodobné nejspolehlivéjsim prostiedkem jak inaktivovat oocysty
kryptosporidii je jejich ozonizace a uprava UV zarenim (Korich a kol. 1990, Betancourt

a Rose 2004).

3.2.7 Kryptosporidie u opic Starého svéta

Spontanni nakazy kryptosporidiemi byly popsdny U mnoha opic Starého svéta
(Tabulka 4). Experimentalni nakaza byla pozorovana u SIV pozitivniho makaka rhesus
(Macaca mulatta) (Kuhn a kol. 1997, Kaup a kol. 1998).

Vyskyt kryptosporididzy u opic je obvykle vyssi nez vyskyt u jinych divoce Zijicich
placentalt (Feng 2010). Moznym vysvétlenim je, Ze vétSina studii byva provadéna
V narodnich parcich a pfirodnich rezervacich, kde je vétsi popula¢ni hustota a opice

ptichazi do styku s dobytkem a ¢lovékem.

20



Tabulka 4: Spontanni nakazy Cryptosporidium u opic Starého svéta.

Druh

Hostitel

Projevy infekce

Reference

Varecia variegata rubra

Heuschele a kol.

Saguinus oedipus pryjem 1986
Cercopithectis aethiops préjem Muriuki a kol. 1998
apio anubis
Eulemur macaco
Lemur catta
Macaca thibetana - Gomez a kol. 2000
Mandrillus leucophaeus
Cryptosporidium | Hylobates syndactylus
*PP- Papio cyanocephalus anubis i Leqaese a Erko 2004
Cercopithecus aethiops 99
Papio anubis - Hope a kol. 2004
Macaca mulatta .
Callithrix penicillata ) Da Silva a kol. 2008
Propithecus coquereli - Charles-Smith 2010
Cryptosporidium . .
muris Macaca fascicularis - Dubey a kol. 2002
Cryptosporidium . . .. .
Propithecus coquereli prijem Da Silva a kol. 2003

parvum

Cryptosporidium.

parvum

Macaca sinica
Semnopithecus entellus
Trachypithecus vetulus

Ekanayake a kol.
2007

3.2.8 Kryptosporidie u opic Nového svéta

Infekce kryptosporidii byla popsana u chéapana dlouhosrstého (Ateles belzebuth),

kosmana bélovousého (Calithrix jacchus), outlone malého (Nycticebus pygmeus),

chvostana bélolicého (Pithecia pithecia), tamarina pinc¢iho (Saguinus oidipus) a kotula

veverkovitého (Saimiri sciureus) (Fayer a Xiao 2007).

3.2.9 Kryptosporidie u lidoopt

Nakaza byla popsana u gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla), gorily horské (Gorilla

beringei beringei), orangutana (Pongo pygmaeus) a ¢loveka (Nizeyi a kol. 1999, Graczyk
a kol. 2002, Fayer a Xiao 2007).
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V narodnim parku Bwindi v Ugandé bylo zaznamenano, ze 11 ze 100 horskych goril je
nakazeno, pficemz vice nakazenych goril (73 %) bylo v ¢astech parku obydlenych lidmi
(Nizeyi a kol. 1999). V témze parku bylo 21 % nakazenych ¢lent spravy parku oproti 3 %
nakazenych u mistnich obyvatel (Nizeyi a kol. 2002), coz ukazuje na nakazy spojené
s kontaktem mezi gorilami a clovékem.

Pozorovany byly rovnéz gorily nizinné v narodnich parcich Lopé a Moukalaba-

Doudou (Langhout a kol. 2010), kde bylo zdokumentovano 19 % nakazenych z 84 zvifat.

3.3 Prenos infekci mezi ¢lovékem a ostatnimi lidoopy
Lidské nemoci zvifeciho piivodu (zoonodzy) zahrnuji vice nez 150 druhti infekci, které

mohou byt pfenaseny mezi ¢lovékem a zvifaty (Muriuki a kol. 1998) (Tabulka 5).

Tabulka 5: Priklady infekci prendSenych mezi clovékem a ostatnimi lidoopy

(Chapman a kol. 2005, upraveno).

patogen zpusob prenosu smér pi‘enosu
Herpes B kousnuti zvifetem | ostatni lidoopi > Clovék
Opici nestovice kousnuti zvifetem | ostatni lidoopi > €lovek
Poliovirus fekaln€ — oralni ¢lovek > ostatni lidoopi
Ebola lov, porazka zvéfe | ostatni lidoopi > Clovek

Mycobacterium leprae
Tuberkuléza

Malérie

Filarie

Zluta zimnice
Drakunkuléza

Schistosomodza

SV 40 (Simian virus 40)

nosni sekrety
kapénkové infekce
vektor

vektor

vektor

voda

voda

vakcinace

fekalné — oralni

mezi primaty
¢lovek > ostatni lidoopi
obéma sméry
Oobéma sméry
obéma sméry
¢lovek > ostatni lidoopi
ostatni lidoopi > ¢lovek

ostatni lidoopi > ¢lovek

Gastrointestinalni parazitozy obéma sméry

Zoonotické infekce se stavaji vyznamnymi zejména v zemédé€lskych oblastech
rozvojovych zemi, kde vétSina lidi zije ve Spatnych hygienickych podminkéach
V bezprostifednim kontaktu s dobytkem (Schantz 1991). Diky blizké fylogenetické
pfibuznosti ¢lovéka s ostatnimi lidoopy je pienos infekci mezi nimi zvlasté

pravdépodobny (Obrazek 4). Nejcastéji dochazi ke vzniku a prenosu nakaz na rozhrani
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tropickych lesti s vysokou diverzitou a zemédélské pudy s vysokou hustotou osidleni
a dobytka (Levins a kol. 1994, Wilson a kol. 1994). Pfenos nemoci ovliviiuje cela fada
faktori: imunitni a vyzivovy status hostitele, jeho socidlni a sexudlni chovani, stresory,
zména klimatu a habitatli, virulence a zptisob pfenosu patogenu, piitomnost vektori
a dostupnost zdroji.

Obrazek 4: Fylogeneticka piibuznost Zijicich zastupci ¢eledi Hominidae (podle
Purvis 1995).

Pongo pvgmaeus

Pongo abelii

Pan paniscus

Pan troglodvtes

Homo
Gorilla gorilla
Gorilla beringei

Vyznamnym se stal HIV virus (Human Immunodeficiency Virus), ktery se vyvinul
z blizce piibuzného viru Simpanzi (Pan troglodytes) a mangabeje (Cercocebus atys)
(Hahn a kol. 2000). Fylogenetické analyzy ukazuji, ze oba viry HIV-1 a HIV-2 jsou blize
ptibuzné opi¢imu viru SIV (Simian immunodeficiency virus) nez mezi sebou navzajem
(Meyers a kol. 1992, Peeters a kol. 1992). Dalsi zavaznou nemoci, kterou sdili ¢loveék
S ostatnimi primaty, je malarie. Malarie je kazdorocné€ zodpovédna az za tfi miliony imrti
a udava se, ze kazdych 40 sekund na ni umira jedno dité (Sachs a Malaney 2002). Primaty
muze infikovat vice nez 26 druhd plasmodii, pficemz nejcastéjs$i ptivodci malarie u
¢loveka (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale a P. malarie) jsou ¢asto ptrenaseni
mezi riznymi druhy primatd navzdjem (Chapman a kol. 2005). Vedle nich mé pro
¢lovéka vyznam i opi¢i polymavirus SV40 (Simian virus). V roce 1955 v USA doslo ke
kontaminaci vakcin proti détské obrné virem SV40 a touto vakcinou bylo naockovano
nekolik milionti déti (pi1 ptipravé vakcin byly nejdfive pouzivany kultury bunck
pochazejici z opic¢ich ledvin).

Pienos infekci tak mutze predstavovat realné riziko nejen pro cloveka, ale i pro
ohroZzené¢ druhy primat. Lidé vzdy sdileli habitaty s ostatnimi primdty, v poslednich
desetiletich vSak doSlo k jejich radikalni a masivni proméné (Chapman a kol. 2001, Wolfe

a kol. 2004). Vétsina primatt dnes Zije v clovékem naruSenych habitatech, slozenych ze
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zemédelské pudy, zlomka lest a izolovanych chranénych izemi (Chapman a kol. 2005).
K Castéjsimu pienosu infekci rovnéz pfispiva rostouci lidskd populace a zadmérna
habituace za tucelem vyzkumu a ekoturismu. Dochdzi ke stile tésnéjSimu
a frekventovanéjSimu kontaktu lidoopti s clovékem.

Piikladem muze byt virus eboly, ktery byl poprvé pozorovan v roce 1976 (Johnson
a kol. 1977). Od této doby ma na svédomi nejen umrti nékolika stovek lidi, ale také
desitek tisic goril a Simpanzd, coZz v nékterych regionech vedlo k vymizeni celych
populaci lidoopt (Huijbregts a kol. 2003). Nedavné vyzkumy také poukazuji na to, ze
pfenos celé tady respiracnich onemocnéni clovéka vcetné tuberkuldzy, mize vazné

ohrozit ostatni primaty (Kéndgen a kol. 2008, Palacios a kol. 2011).
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4, MATERIAL A METODY

4.1 Pivod vzorki a charakteristika lokalit
Vzorky trusu lidoopii byly sbirdny v letech 2006 az 2010 na 4 lokalitaich Centralni

Afriky — narodnich parcich (Dzanga — Ndoki a Volcanoes Virunga) a piirodnich
rezervacich (Kalinzu a Ugalla) (Obrazek 5). Celkem bylo nasbirano 727 vzorki
pochazejicich z lidoopti a 191 vzorkl pochéazejicich z domécich a divokych zvirat.
Vzorky byly uchovavany v 96 % alkoholu a nasledné dopraveny do Parazitologického

tistavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky.

Obrazek 5: Lokality v Centralni Africe.

'STREDOAFRICKA
REPUBLIKA

DFanga - Ndoki

DEMOKRATICKA
REPUBLIKA KONGO

Ugalla
o

TANZANIE

4.1.1 Narodni park Dzanga — Ndoki, Stredoafricka republika

Vzorky trusu goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) byly sbirany v ¢asti Dzanga (495
km?) narodniho parku Dzanga — Ndoki v listopadu a prosinci v letech 2007 az 2010.
Nérodni park Dzanga — Ndoki, ktery se nachazi v jihozdpadnim cipu Stfedoafrické
republiky, se vyznacuje bohatou faunou. M4 jednu z nejvyssich dokumentovanych hustot
goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) (0,60 jedinci/km?) a slond africkych (Loxodonta
Africana cyclotis) (0,66 jedincii/km?) (Blake 2005). Jedna se o piisn& chrandné uzemi,
dovolujici pouze omezeny pfistup védcim a turistim (Blom a kol. 2004). Hustota
obyvatelstva dosahuje asi 1 osoba/km? (Blom a kol. 2001).

Vzorky byly odebirany z okoli lokalit Bai Hokou a Mongambe. Lokalita Bai Hokou
byla zkoumana jiz od roku 1990, kdy byl park Dzanga — Ndoki zalozen (Popovich a kol.
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1997, Goldsmith a kol. 1999, Remis 1997, 1999, 2001, Cipolletta 2004, Klailova a kol.
2010). Od roku 1997 probihd Primate Habituation Project (PHP) iniciovany DSPA
(Dzanga Sangha Protected Areas), ktery se snazi o habituaci goril nizinnych (Gorilla
gorilla gorilla) pfedev§im za ucelem ekoturismu a vyzkumu. Pojmem habituace je
oznacovan proces navykani na pfitomnost cloveka. V této oblasti byly zkoumany skupiny
goril s odlisnou mirou kontaktu s clovékem — 2 habituované (skupina Makumba a skupina
Mayeli), 2 polohabituované (skupiny Finni Makumba a Finni Mayeli) a 8
nehabituovanych skupin.

V tropickych destnych lesich Stiedoafrické republiky zije celd fada etnickych kment.
Obyvatelé jsou typicky rozliSovani na dvé skupiny BayAka a non — Aka. BayAka je
termin pouzivany pro etnikum Pygmeji Zijicich v deStnych lesich Centralni africké
republiky a severni ¢asti Demokratické republiky Kongo. Jedna se polokocovné etnikum
lovct a sbéraci, ktefi se kulturné odlisuji od ostatnich pygmejskych skupin. Vlivem
vladnich zasahti, ztraty zivotniho prostiedi a novych pracovnich ptilezitosti ale doslo
K jejich trvalému usidleni v mistnich vesnicich. BayAka se vyznacuji nejen ohromnou
znalosti zivocicht a rostlin, ale zejména vybornou orientaci v prostfedi pralesa. Této
schopnosti BayAku je vyuzivano v projektu PHP. Gorily nizinné jsou na rozdil od goril
horskych obtizn¢ habituovatelné, bez znalosti a schopnosti Bayakti by nebylo mozné
habituace goril dosdhnout.

Pozorované skupiny Makumba a Mayeli byly sledovany od hnizda ke hnizdu tymem
sestavajiciho se z 2-3 stopai BayAkul, 1-2 asistentd Bantu, turisti nebo vyzkumnych
pracovnikl. Byla dodrZovana minimalni vzdéalenost 7 metri od zvifat a pocet ¢lent celé
skupiny neptesahl pét osob. Skupina Mayeli byla sledovdna pouze tymem Bayakl
a mistnich Bantu. Turisté mohli tuto skupinu pozorovat az od roku 2009, ale pocet turistt
byl mnohem nizsi v porovnani se skupinou Makumba.

Poddruh gorila zapadni nizinna Gorilla gorilla gorilla je jednim ze dvou podruht
gorily zéapadni Gorilla gorilla (Sawage a Wyman 1847). Je rozsifena v Kamerunu,
Rovnikové Guinei, Stfedoafrické republice, Kongu, Gabonu a Demokratické republice
Kongo (Obrazek 6). Tento taxon je od roku 2007 klasifikovan jako kriticky ohrozeny na
seznamu IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources).
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Obrazek 6: Rozsiieni goril: gorila nigerijska (Gorilla gorilla diehli), gorila zapadni
nizinna (Gorilla gorilla gorilla), gorila vychodni nizinna (Gorilla beringei grauberi) a

gorila horska (Gorilla beringei beringei).

8 Gorilla g. diehli 7/// Gorilla g. gorilla
4

.....

STREDOAFRICKA
REPUBLIKA % Gorilla b. gmuberirv . Gorilla b. beringei

=N

DEMOKRATICKA
REPUBLIKA KONGO

TANZANIE

V letech 2007 az 2010 bylo sbirano celkem 201 vzorkti od goril nizinnych (Gorilla
gorilla gorilla), 47 vzorki od lidi (BayAka, Bantu, vyzkumnych pracovnikii a

dobrovolnikil) a 191 vzorkd pochazejicich z divokych a doméacich zvirat.

4.1.2 Rezervace Ugalla, Tanzanie

Rezervace Ugalla (3 352 km?) lezi na biehu jezera Tanganyika v zdpadni Tanzénii
a sestava se ze savanovych lest, tropickych deStnych lesti a travnatych porosti.
Dominantnimi dfevinami jsou Brachistegia sp. a Julbernardia sp. (Fabaceae)
(Hernandez-Aguilar 2006). Ugalla nema zadné trvalé osidleni, ackoli v Sedesatych letech
minulého stoleti se zde nachazelo nékolik vesnic. AvSak kratce poté byli vSichni
obyvatelé vladou presidleni. Dnes zde ¢lovék vstupuje ziidka, vétSinou za ucelem sbéru
medu nebo ilegdlni tézby dieva a pytlaCeni. Odhadovand hustota Simpanzi (Pan
troglodytes schweinfurthii) je 0,08 jedincivkm?® (Hernandez-Aguilar 2006, 2009).
Predmétem vyzkumu byla zejména &ast Issa Valley (48 km?).

Pfedchozi vyzkumy Simpanzii v oblasti Ugalla se zaméfovaly zejména na jejich
ekologii (Nishida 1989, Piel a kol. 2007, Hideshi a kol. 2007, Rudicell a kol. 2011).

Simpanz vychodni (Pan troglodytes schweinfurthii) je jednim ze &tyf poddruhi
simpanze ucenlivého (Pan troglodytes) (Giglioli 1872). Je rozsiten ve Stedoafrické
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republice, Stidanu, Demokratické republice Kongo, Ugand¢, Rwandé, Burund¢€, Tanzénii
a Zambii (Obrazek 7). Tento taxon je od roku 2007 klasifikovan jako ohrozeny na
seznamu IUCN.

Obrazek 7: Rozsifeni Simpanzi: Simpanz udenlivy: Simpanz vychodni (Pan
troglodytes schweinfurthii) a Simpanz ¢ego (Pan troglodytes troglodytes), Simpanz
bonobo (Pan paniscus).

—
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V roce 2009 bylo sbirano 96 vzorkli pochazejicich od Simpanzi ucenlivych (Pan

troglodytes schweinfurthii).

4.1.3 Narodni park Volcanoes Virunga, Rwanda

Narodni park Virunga (450 kmz) se rozkladd na rozhrani stati Rwanda, Kena
a Demokratickd republika Kongo. Byl zaloZen roku 1925 a od roku 1979 je soucasti
svétového dédictvi UNESCO. Diky proménlivé nadmotské vysce (680-5 109 m. n. m.) se
park vyznacuje obrovskou diverzitou a celou fadou endemickych druhd. Je také
domovem 22 druhti primati vcetné horskych goril (Gorilla beringei beringei), goril
vychodnich nizinnych (Gorilla beringei grauberi) a Simpanzti vychodnich (Pan
troglodytes schweinfurthi). Jejich rozsifeni je nazna¢eno na Obrazku 6.

V roce 2007 bylo sbirano 99 vzorki pochazejicich od goril horskych (Gorilla beringei
beringei).
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4.1.4 Rezervace Kalinzu, Uganda

Rezervace Kalinzu (137 km?) se nachazi v jihozapadni Ugandg a leZi ve vysce 1 200 -
1 500 m. n. m. Vyskytuje se zde 6 druhti primata (Hashimoto 1995).

Byly pozorovany dvé skupiny Simpanzt (Pan troglodytes schweinfurthi). Jedna
skupina pln€¢ habituovanych Simpanzl za Gcelem vyzkumu ¢ita asi 60 Simpanzi. Druha
skupina, kterd ma asi 20 jedinci, se vyskytuje v blizkosti vesnice a je habituovana za
ucelem turismu. Populace Simpanzii byla jiz v minulosti zkoumana (Furuichi a Hashimoto
2004, Petrasova a kol. 2011).

V letech 2006 a 2007 bylo sbirano celkem 283 vzorkd pochazejicich od Simpanzi
(Pan troglodytes schweinfurthii).

4.2 Zpracovani vzorki
4.2.1 1zolace DNA

Extrakce DNA byla provedena pomoci komeréné dodavaného kitu PSP Spin Stool
DNA Kit (Invitek).

Pracovni postup:

1) Do mikrozkumavky s 200 mg trusu byly pfidany sklenéné kuli¢ky o velikosti 0,5
mm (Biospec Products, Inc., Bartlesville, OK, USA) a byl piipipetovan 1 ml Lysis
pufru.

2) Vzorky byly homogenizovany po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s (v pfistroji
MP Fast Prep® - 24 Instrument).

3) Mikrozkumavky byly inkubovany v termobloku pii 95 °C po dobu 10 minut
a centrifugovany 1 minutu pti 16 000 g.

4) Supernatant byl pfenesen do zkumavek InviAdsorb-Tube, 15 s vortexovan
a inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teploté.

5) Nasledné byla mikrozkumavka centrifugovana 3 minuty pti 16 000 g.

6) Supernatant byl ptepipetovan do ¢istych mikrozkumavek a centrifugovan 3 minuty
pti 16 000 g.

7) Do ¢cistych mikrozkumavek bylo napipetovano 25 pl Proteinkinazy K a ptidano
400 pl supernatantu. Obsah zkumavek byl kratce vortexovan. Obsah
mikrozkumavek byl inkubovan 10 minut pti 70 °C.

8) Do zkumavky bylo ptidano 400 pl Binding Buffer P a nasledné zvortexovano.
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9) Veskery objem byl piepipetovan na kolonu Spin Filter+Tube a byl inkubovan pii
laboratorni teploté a nasledné centrifugovan 1 minutu pti 16 000 g.

10) Ze sbérné zkumavky byl vylit veskery odpad a na kolonu bylo napipetovano 500
ul roztoku Wash I a centrifugovano 1 minutu pti 16 000 g.

11) Odpad byl opét vylit a na kolonu bylo piidano 800 pl roztoku Wash II
a centrifugovano 1 minutu pii 16 000 g.

12) Odpad byl potteti vylit a mikrozkumavka centrifugovana 3 minuty pii 16 000 g.

13) Kolona byla vlozena do ¢isté mikrozkumavky a bylo na ni napipetovano 200 pl
roztoku Elution Buffer D, inkubovdno 3 minuty pii laboratorni teploté

a centrifugovano 1 minutu pfi 8 000 g.
Vyizolovana DNA byla skladovéna pfi - 20 °C.
4.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci specifického genu malé ribozomalni podjednotky SSU rRNA byla
pouzita nested PCR.

Chemikalie:

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

e 10 x koncentrovany pufr pro Taq puprle DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
e Taq purple DNA polymeraza (Top-Bio, 1 U/ ul, CR)

e PCR H,0 (Top-Bio, CR)

e MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

e bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)

e primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

Molekularni charakterizace kryptosporidii byla provedena pomoci nested PCR na
malé ribozomalni podjednotce (cca 830 bp, Xiao a kol. 1999). Molekularni charakterizace
mikrosporidii byla provedena pomoci nested PCR na zakladé sekvenci ITS (cca 320 bp,
390 bp, Buckholt a kol. 2002). Nukleotidové sekvence primerti jsou uvedeny nize.
Pozadované useky byly amplifikovany v termocycleru. Celkovy objem reakénich smési
byl pro primarni i sekundarni reakci 20 pl (Tabulka 6).

Amplifikacni program pro termocycler zahrnoval pocate¢ni denaturaci pii 94 °C po

dobu 3 minut, 35 cykla skladajicich se z denaturace pti 94 °C po dobu 45 s, specifické
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nasedaci teploty primert po dobu 45 s (kryptosporidie a E. bieneusi 55/55 °C
a mikrosporidie rodu Encephalitozoon 58/55 °C), extenze pti 60 °C po dobu 60 s
a zavérecného dosyntetizovani fetézce pii 72 °C po dobu 10 minut.

Jako pozitivni kontroly byly pouzity DNA Cryptosporidium serpentis vyizolovana
z uzovky Cervené (Elaphe guttata) nebo DNA E. intestinalis ptivodné izolovana z AIDS
pacienta, a dlouhodob¢ kultivovna in vitro v laboratofi humanni a klinické protistologie

AV CR nebo DNA E. bieneusi vyizolovana z mysi domaci (Mus musculus musculus).

Sety primera pro molekuldarni analyzy

Cryptosporidium spp.

Primarni PCR

SSUF1 5'-TTC TAG AGC TAATAC ATGCG - 3’

SSUR1 5'-CCCTAATCCTTC GAAACAGGA -3’
Sekundarni PCR

SSU F2 5- GGA AGG GTTGTATTT ATT AGATAA AG - 3’
SSU R2 5"- AAG GAG TAAGGA ACAACCTCCA-3’

Encephalitozoon spp.

Primarni PCR

INT580F 5'-TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT - 3’
INT580R 5'-TTT CAC TCG CCG CTACTC AG - 3’

Sekundarni PCR
MSP-3 5- GGA ATT CAC ACCGCC CGT C(A,G) (CMTAT -3
MSP-4A 5'-CCAAGCTTATGC TTAAGT (C,T)(A,C)A AA,G)G GGT -3’

Enterocytozoon bieneusi

Primarni PCR

EBITS3 5'- GGT CAT AGG GAT GAA GAG - 3’
EBITS4 5'-TTCGAGTTCTTTCGCGCTC -3’

Sekundarni PCR
EBITS1 5'-GCTCTG AATATCTATGGCT -3’
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EBITS2,4 5"- ATC GCC GAC GGATCC AAG TG -3’

Tabulka 6: Reakéni smés pro PCR - Cryptosporidium spp., Encephalitozoon spp.

a Enterocytozoon bieneusi

Pouzity roztok Primarni reakce Sekundarni reakce
deionizovana H,O  ---------- 12,30 ul 12,10 pl
MgCl, 25 mM 1,20 pul 1,20 pl
pufr e 2,00 pl 2,00 pl
dNTP's 10 mM 0,40 ul 0,40 nul
Forward 10 uM 0,40 pl 0,40 pl
Reverse 10 uM 0,40 pl 0,40 pl
BSA 10 mg/ ml 0,80ul | -
Taq 1 U/ ul 0,50 pul 0,50 pl
DNA e 2,00 pl 3,00 ul
Celkem 20,00 pl 20,00 pl

4.2.3 Gelova elektroforéza

Velikost DNA fragmentt byla zjistovana pomoci gelové elektroforézy. Byl pouzit 2%

agardzovy gel obsahujici 0,2 pg/ml ethidium-bromidu. Gel byl vyvijen pfi 70 V po dobu

asi 60 minut a vizualizovan pomoci transiluminatoru pii vlnové délce 320 nm.

Chemikalie:

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

Agardza (Biotech)

Ethidium bromid (Sigma—Aldrich)

100 bp DNA Ladder (Biogen)

Pracovni postup:

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Agaroza byla smichana s 1% TAE pufrem a zahfata v mikrovinné troubé.

Barika byla ochlazena pod tekouci studenou vodou na teplotu asi 50 °C.

Do roztoku byly ptidany 2 pl ethidium bromidu.

Roztok byl nalit do nosice, byl vlozen hieben a gel byl ponechéan ztuhnout.
Nasledné byl ztuhly gel vloZen do elektroforetického tanku s 1% TAE pufrem
a byl z n¢j vyjmut hieben.

Do prvni vzniklé jamky v gelu bylo napipetovano 5 pl ladderu, do dalSich 20 pl
PCR produktu.
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7) Napéti bylo nastaveno na 70 V a po asi 60 minutach doslo k separaci vSech

8)

fragmentt.
DNA fragmenty byly vizualizovany pomoci transiluminatoru a byl pofizen snimek

vysledného gelu.

4.2.4 Piiprava vzorku na sekvenaci

Extrakce z gelu byla provadéna pomoci komeréné¢ dodavaného kitu Extraction
QIAquick Gel Kit (Qiagen, Germany).

Pracovni postup:

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Fragment DNA byl opatrné vyiiznut skalpelem zgelu a vlozen do Cisté
mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky bylo pfipipetovano 400 pl QG pufru a inkubovéano pii 50 °C
po dobu 10 minut v termobloku.

Veskery objem byl piepipetovan na kolonu a centrifugovan minutu pii 16 000 g.
Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a opét pouzit s kolonou.

Na kolonu bylo ptfidano 500 pl OQ pufru a centrifugovano 1 minutu pii 16 000 g.
Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a opét pouzit s kolonou.

Na kolonu bylo pfipipetovano 750 ul PE pufru, inkubovano 5 minut pii
laboratorni teploté a mikrozkumavka centrifugovana minutu pii 16 000 g.

Opét byl vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovano minutu pti 16 000 g.
Kolona byla pfemisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky a bylo pfidano 30 pl EB
pufru na stfed kolony. Po inkubaci 1 minutu pfi laboratorni teplot¢ byla DNA

extrahovana z kolony centrifugaci 1 minutu pii 16 000 g.

Ziskana DNA byla vysuSena ve vakuovém evaporizatoru a uskladnéna pii 4 °C.

4.2.5 Sekvenace

Vzorky byly sekvenovany pomoci ABI3730XL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, Foster City, USA). Sekvenace byly upraveny pomoci ChromasPro

(Technelysium, verze 1.5) a ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi uloZzenymi

v GenBank pomoci programu Clustal X (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/, verze
2.0.12) a BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml, verze 7.0.5.3).
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4.2.6 Statistické zpracovani vysledki

Data byla zpracovana a vyhodocena pomoci programu Epi Info verze 3.5.3.
(wwwn.cdc.gov/epiinfo). Byl pouzit test StatCalc, 2 x 2 kontingené¢ni tabulka. Dale byl
pouzit program StatSoft, Inc. (2011) STATISTICA, verze 10 (www:.statsoft.com), test
ANOVA.

4.2.7 Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka ptislusnost byla posouzena pomoci metody Neighbor — Joining (Saitou
a Nei 1987), zalozené na Kimura-2-parametrickém testu (Kimura 1980). Fylogenetické
stromy byly vytvofeny pomoci programu TREECON verze 1.3b (Van de Peer a De
Wachter 1994). Ziskané sekvence nukleotidi 18S rRNA Cryptosporidium spp., ITS
Encephalitozoon spp. a Enterecytozoon bieneusi byly porovnany se sekvencemi
ulozenymi v GenBank (Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical
Information (NCBI)).
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5.VYSLEDKY

5.1 Prevalence kryptosporidii a mikrosporidii u goril nizinnych (Gorilla

gorilla gorilla) s odliSnou mirou habituace

Ze zkoumanych 201 vzorkl pochazejicich z 89 goril nizinnych (Gorilla gorilla
gorilla) bylo 24 pozitivnich na testované parazity. Celkova pozorovana prevalence byla
27 %. Nejcasté&ji byly detekovany mikrosporidie, a to Encephalitozoon spp. u 16 goril a E.
bieneusi u 8 goril. Kryptosporidie byly detekovany pouze v 1 piipad¢ (Tabulka 7). Jeden
ptipad nakazy byl zaznamenan i u jedné z osob skupiny Bantu (Tabulka 8).

Celkova prevalence sledovanych parazitd vzrastala se stupném habituace goril.
Ve skupindch nehabituovanych goril byly pozorovany 2 ndkazy (6,5 %),
u polohabituovanych skupin 6 nakaz (18,2 %) a u habituovanych skupin 16 nakaz (64 %).
Z celkového srovnani vyplyva, ze habituované gorily jsou oproti nehabituovanym
vystaveny vy$§imu riziku infekce (OR=8,86; x2=10,l7; p<0,005). Tyto vysledky ovSem
nemusi byt prukazné. Pokud Vvtestu zohlednime opakované vzorkovani
u habituovanych a polohabituovanych skupin, dosp&jeme k zavéru, ze mezi jednotlivymi
skupinami neni zadny statisticky rozdil, tedy ze zvySeny kontakt lidoopt s ¢lovékem

nema vliv na vysi prevalence. (Xz =3,4185; p <0,181).
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Tabulka 7: Mikrosporidie a kryptosporidie u skupin goril niZinnych (Gorilla gorilla
gorilla) s odliSnou mirou habituace.

c £
@ 8 S 3
8 2 . 23 =
= Skupina  Skupina Rok nl1 n2 T g o 2 22
3 8”7 5 2 g7
< g £ S
LL O
1 2009 8 8 3 - ;
> 2 2009 7 7 - -
: 3 2009 3 3 - - -
g Bai Hoku 4 2009 2 2 - - -
3 5 2010 3 3 - 1x gorillal -
% 6 2010 6 6 - - -
= 7 2010 1 1 ; . )
8 2010 1 1 1xECII - -
1x EC I 1x D
2 Mongampe FiNNi MG 209 14 14 i Ecn 1xgorilla3
g g 2000 5 5 i - i
E
= i )
S Finni BH 3828 244 2 2x I_EC I ) )
% Bai Hoku
(="
Mayeli® 2007 11 11 - - ;
2007 21 14 2x ECI - 1x C. bovis
2008 10 10 2xECI - -
-]
= Makumba 5409 33 17 4xEC| 1x D -
> _ - _
§ Bai Hoku 2010 13 8 1x gorilla3
E 2000 24 11 1xECI 1D
Mayeli ® 1x gorilla 2
2010 11 11 1xECII 1x gorilla 2
celkem 201 89 15 8 1

nl - pocet odebranych vzorkli, N2 - pocet jedinct, a - stejna skupina zvifat, EC | -
Encephalitozoon cuniculi genotyp I, EC Il - Encephalitozoon cuniculi genotyp Il, D -
Enterocytozoon bieneusi genotyp D
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Tabulka 8: Mikrosporidie a kryptosporidie u ¢lovéka.

< c €
S S _ 2
24 23 S 4
Rok nl1 n2 s ga §§ § a
oy E o =
< c >
L] L O
vyzkumni pracovnici 2010 9 9 i ] ]
dobrovolnici
Bantu 2010 20 19 1xECI - -
BayAka 2010 19 19 - - -

nl - pocet odebranych vzorki, n2 - pocet jedincti, EC | - Encephalitozoon cuniculi genotyp |

Fylogenetickd analyza kryptosporidii byla provedena na zdkladé¢ porovnani
sekvenci malé ribozomalni podjednotky 18S rRNA (Obrazek 8). Vysledky ukazaly 100 %
homologii sekvence ziskané z pln¢ habituované gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla)
(izolat 2860) se sekvenci Cryptosporidium bovis uvedenou v databazi GenBank
(AY741305).
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Obrazek 8: Kladogram fylogenetickych vztahii izolatd kryposporidii z goril horskych
(Gorilla beringei beringei), goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) a buvola afrického
(Syncerus caffer), ziskanych v této studii (podtrzeno), s ostatnimi druhy a genotypy
kryptosporidii na zaklad¢ castecné nukleotidové sekvence geni kodujicich malou
ribozomalni podjednotku (SSU), vytvofeny metodou neighbor—joining v programu
Treecon; 1000% bootstrap; znazornény hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %.

57, C. parvum [AF093493] - Bos taurus

C. tvzzeri [GU951714] - Mus musculus
C. hominis [AF093492] - Homo sapiens
C. cuniculus [F1262724] - Oryctolagus cuniculus

100 | €. meleagridis [6025] - Gorilla beringei beringei
C. meleagridis |6026] - Gorilla beringei beringei
C. meleagridis [AF112574] - Meleagris gallopavo f. domestica

0.1 substituce / pozice

74 C. fayeri [AF112570] - Macropus spp.
C. wrairi [AF115378] - Cavia porcellus

C. suis [AF108861] - Sus scrofa

C. canis [AF112576) - Canis familiaris
100 C. felis [AF159113] - Felis catus
E C. macropodum [AF513227] - Macropus giganteus
C. ubiquitum [EU827424] - Ovis aries

C. varanii [EU553556] - Eublepharis macularius
pig genotype I1 [EU331243] - Sus scrofa

56

lun

99 96' C. ryanae [EU410344] - Bos taurus

9 C. xiaoi [GQ337962] - Ovis aries
100] €. bovis [AY741305] - Bos taurus
C. bovis [2860] - Gorilla gorilla gorilla
C. bailevi [AF093495] - Gallus gallus domesticus

C. molnari [HM243548] - Sparus aurata

99 7, C. fargile [EU162751] - Duttaphrynus melanostictus
100 C. galli [HM116388] - Bombycilla garrulus
" serpentis [AF151376] - Elaphe guttata guttata

C. andersoni [EU245042] - Bos taurus
100y C. muwris TS03 [EU245043] - Tachyoryctes splendens
C. muris TS03 |4482] - Syncerus caffer

86| C. muris RNG66 [6063] - Gorilla beringei beringei
C. muris RN66 [6061] - Gorilla beringei beringei
C. muris RN66 [EU245045] - Rattus norvegicus

Fylogenetickd analyza mikrosporidii byla provedena na zakladé¢ porovnani ITS
sekvenci malé ribozomalni podjednotky. V ramci rodu Encephalitozoon byl ve 13
ptipadech nalezen E. cuniculi genotyp | (AF338410) a ve 3 piipadech E. cuniculi genotyp
11 (GQ422153).

Osm jedinci bylo pozitivnich na Enterocytozoon bieneusi. Ve tiech piipadech se
jednalo o diive popsany E. bieneusi genotyp D (AF101200). Celkem u 5 jedinctu byly
nalezeny tfi nové genotypy: genotyp Gorilla 1, Gorilla 2 a Gorilla 3 (obrazek 9). Genotyp
Gorilla 1 byl zjistén v jednom ptipad¢ (izolat 8872), genotyp Gorilla 3 ve dvou ptipadech
(izolaty 8903, 8905) a Gorilla 2 ve tfech piipadech u gorily nizinné (Gorilla gorilla
gorilla) (izolaty 8896, 6019, 3742). Fylogeneticka analyza ukazala, ze genotypy Gorilla 1
a Gorilla 2 jsou shodné z 99,1 % a 99,5 % s genotypem D, jak miZeme vidét na obrazku
9. Genotyp Gorilla 3 tvofi dobfe podpofenou vétev, kterd je nejblize piibuzna ke
genotypu KB-5 (93,6 % shoda s JF681179), ktery byl izolovan z paviana anubi (Papio
anubis) a s genotypem horse 2 (93,2 % shoda s GQ406054) izolovaného z koné (Equus

caballus).
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5.2 Prevalence kryptosporidii a mikrosporidii u Simpanzi ucenlivych
(Pan troglodytes schweinfurthii) s odliSnou mirou habituace
Ze zkoumanych 96 vzorkl, pochazejicich z 67 jedinch nehabituované skupiny

Simpanze ucenlivého (Pan troglodytes schweinfurthii) na lokalit¢ Ugalla, nebyl Zzadny
pozitivni na zkoumané skupiny parazita (Tabulka 9).

Z 283 vzorkl, pochézejicich ze 43 jedinci habituované skupiny stejného druhu na
lokalit¢ Kalinzu, bylo 10 pozitivnich na mikrosporidie. Zadny nebyl pozitivni na
kryptosporidie. Celkova prevalence sledovanych parazitl byla 15,2 %.

Z mikrosporidii byl nalezen E. cuniculi genotyp I u 3 Simpanzi a E. bieneusi genotyp
D u 7 simpanzi (izolaty 6109, 6111, 6114, 6115, 6125, 6138 a 6250) (Obrazek 9).

Z celkového srovnani vyplyva, ze habituovani Simpanzi jsou oproti nehabituovanym
vystaveni vy$§imu riziku infekce (OR=20,3; x’=14; p<0,001). Oviem vzhledem
k rozdilné povaze podminek, ve kterych zminéné dvé skupiny zvitat Ziji, nemusi byt tento

zavér prukazny.

Tabulka 9: Mikrosporidie a kryptosporidie u Simpanze u¢enlivého (Pan troglodytes

schweinfurthii).

Lokalita Encephalitozoon Enterocytozoon Cryptosporidium
. Rok nl n2 . .
habituace spp. bieneusi spp.
Ugalla
nehabituované 2009 96 67 ) i i
Kalinzu 2006 50 16 1xECI 6 xD -
habituované 2007 233 41 2xECI 1 xD -

celkem 283 43

nl - pocet odebranych vzorkl, n2 - pocet jedinct, EC | - Encephalitozoon cuniculi genotyp |, EC
Il - Encephalitozoon cuniculi genotyp I, D - Enterocytozoon bieneusi genotyp D

5.3 Prevalence kryptosporidii a mikrosporidii u skupiny goril
horskych (Gorilla beringei beringei)
Ze zkoumanych 99 goril horskych (Gorilla beringei beringei) bylo 20 pozitivnich na

pfitomnost vySetifovanych paraziti (Tabulka 10). Kryptosporidie byly nalezeny u Ctyf
jedinct, E. bieneusi byl detekovan u 15 jedinct. Celkova prevalence sledovanych parazitt

byla 20,2 %.
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Z kryptosporidii byly nalezeny C. meleagridis u dvou goril (izolaty 6025 a 6026)
(100 % shoda s AF112574) a u dvou dalsich jedinci C. muris RN 66 (izolaty 6063
a 6061) (100 % shoda s EU245045) (Obrazek 8).

Genotyp EpbA (AF135833), ktery byl puvodné nalezen u ¢lovéka, byl pozorovan
u jedné z goril (Obrazek 8). Byl detekovan také jemu velmi ptibuzny genotyp Gorilla 7
(izolat 6058) (98,7 % shoda s EpbA). U tii riznych jedinct byl popsan genotyp Gorilla 4
(izolat 6008), Gorilla 5 (izolat 6081) a Gorilla 6 (izolat 6070), které jsou shodné z 99,1%,
95,8% a 95,5% s genotypem D, popsanym ptuvodné u makaka (Macaca mulatta). U jedné
z goril byl také nalezen genotyp Gorilla 8 (izolat 6066), ktery se z 99,1 % shoduje
s genotypem C (AF101199), nalezenym dfive u ¢loveéka. U dalsich tii goril byl nalezen
genotyp D (AF023245) a u dvou genotyp C (AF101199).

Tabulka 10: Mikrosporidie a kryptosporidie u goril horskych (Gorilla beringei
beringei).

Rok nl1 n2 Encephalitozoon spp. Enterocytozoon bieneusi Cryptosporidium spp.

1x Gorilla 4, 6x EbpA,
2x C, 1x Gorilla 7, 3x D, 2x C. meleagridis, 2x

2007 99 99 - 1x Gorilla 5, 1x Gorilla 8 C. muris

habituované

D - Enterocytozoon bieneusi genotyp D, C - Enterocytozoon bieneusi genotyp C

5.4  Prevalence mikrosporidii a kryptosporidii u divokych a domacich
zvirat

Z celkového poctu 175 vySetienych domacich a divokych zvitat bylo pouze 5 (2,9 %)
pozitivnich na pfitomnost sledovanych parazitii (Tabulka 11). Nejcast&ji detekovany byl
E. cuniculi genotyp I, po jednom pfipadé nalezeny u chocholatky zapadni (Cephalophus
callipygus), chocholatky cernohibeté (Cephalophus dorsalis) a buvola afrického
(Syncerus caffer). U dvou jedinct buvoli africkych (Syncerus caffer) byl nalezen také E.
cuniculi genotyp Il a C. muris. Sekvence kryptosporidie ziskana zbuvola afrického
(Syncerus caffer) byla shodna se sekvenci C. muris TS03 (EU245043).
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Tabulka 11: Mikrosporidie a kryptosporidie u divokych a domacich zviiat.

S g 5

g 22 g

Hostitel Rok n TS > 2 2 g

.g_ ) 8 @ § n
-
0 L G

Divoka zvirata
Loxodonta Africana 2010 52 - - -
Potamochoerus porcus 2010 23 - - -
Hylochoerus meinertzhageni 2010 2 - - -
Cephalophus callipygus 2010 15 1x ECI - -
Cephalophus dorsalis 2010 12 1x ECI - -
Cephalophus monticola 2010 10 - - -
Cephalophus silvicultor 2010 2 - - -
Tragelaphus euryceros 2010 6 - - -
Syncerus caffer 2010 20 11::55((:: IH - 1x C. muris TS03
2008 6 - - -
Cercocebus agilis 2009 10 - - -
2010 17 - - -
Domaci zviirata

Ovis ammon 2010 2 - - -
Capra aegagrus 2010 9 - - -
Sus scrofa 2010 5 - - -

EC I - Encephalitozoon cuniculi genotyp I, EC 11 - Encephalitozoon cuniculi genotyp Il

5.5 Vliv habituace na prevalenci mikrosporidii a kryptosporidii
Vsichni jedinci byli rozdéleni do skupin podle stupné habituace nezavisle na druhu

(Tabulka 12). U habituovanych jedincii byla zjisténa celkova prevalence 37,2 %,
u polohabituovanych 23 % a u nehabituovanych 2,3 %. Ze srovndni vSech vzorki
vyplyva, ze habituovani a polohabituovani lidoopi jsou oproti nehabituovanym vystaveni

vét§imu riziku infekce (OR=15,03; y*=58,18; p=0,000).

Tabulka 12: Pritomnost kryptosporidii a mikrosporidii u riznych stupii habituace.

Stuperi habituace pocet negativnich jedincii__pocet pozitivnich jedincu
habituovani 121 45
polohabituovani 26 6
nehabituovani 260 6

celkem 407 57
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6. DISKUZE

6.1 Vliv riuznych urovni habituace na prevalenci mikrosporidii
a kryptosporidii u volné Zijicich lidoopi

Lidoopi sdileji nejen zna¢nou ¢ast genomu a spoleéné predky, ale také celou fadu
infekei, které mezi nimi mohou byt pifenaseny (Wolfe a kol. 1998, Chapman a kol. 2005,
Kondgen a kol. 2008). Tento pienos mize piedstavovat redlné riziko jak pro ¢lovéka, tak
I pro ostatni hominidy, ktefi jsou vV soucasné dob¢ klasifikovani jako ohrozené a kriticky
ohrozené druhy. Ackoli mikrosporidie a kryptosporidie patii mezi vyznamné oportunni
patogeny, jejich mechanismus ptfenosu mezi lidoopy nebyl zcela objasnén. Zatimco vliv
habituace lidoopt na S$ifeni fady bakterialnich a virovych nakaz byl zkouman v mnoha
publikacich, vliv riznych trovni habituace na prevalenci mikrosporidii a kryptosporidii
u voln¢ zijicich lidoopt byl zkouman jen okrajové (Feber 2000, Woodford a kol. 2002,
Leroy a kol. 2004). Vyzkum komplikuje nejen obtiznost proveditelnosti srovnani, ale
zejména chybéjici metodika vhodného urCovani prevalence. Mikrosporidie jsou
vyluCovany intermitentn¢, tudiz nepfitomnost parazita v trusu pii jednom ¢i nékolika
malo odbérech neznamena, ze dany jedinec neni infikovan (Clarridge a kol. 1996).
Urcovani prevalence vyZaduje opakovany odbér vzorkll ztéhoZz jedince v delSich
¢asovych usecich, coz je u volné zijicich lidoopt jen velmi tézko proveditelné. Soucasné
S CastéjSim odebiranim vzork a dal§im opakovanim vzrista pravdépodobnost detekce
ndkazy u daného jednotlivce (Sak a kol. 2011a). Castdjsi detekce mikrosporidii
u habituovanych jedinci muze byt také zplsobena stresem, ktery na zvifata v téchto
podminkach piisobi.

Celkové srovnani prevalenci sledovanych paraziti u nehabituovanych,
polohabituovanych a plné habituovanych jedincti ukazalo, ze habituovana zvirata oproti
nehabituovanym vylucuji Castéji a ve veEtsi mirfe infekéni stddia mikrosporidii a
kryptosporidii. Tyto vysledky jsou v souladu s dfive publikovanymi pracemi rtiznych
autort (Graczyk a kol. 2001, 2002, Nizeyi a kol. 2002, Langhout a kol. 2010).

Nékazy kryptosporidiemi V souvislosti s habituaci byly zkouméany u goril nizinnych
(Gorilla gorilla gorilla) v narodnich parcich Lopé a Moukalaba-Doudou (Langhout a kol.
2010). Gorily v Moukalaba-Doudou nebyly na rozdil od goril v Lopé v kontaktu
s ¢lovékem. Celkové prevalence sledovnych parazitd Cryptosporidium spp. a Giardia
spp. byly v Moukalaba-Doudou nizsi (0 % a 9,1 %) nez v Lopé (19 % a 22,6 %). Prave
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moznou pficinou rozdilli v prevalencich je odliSny stupeii habituace goril. V ndrodnim
parku Bwindi v Ugandé¢ byly naopak popsany prevalence u lidi (Nizeyi a kol. 2002). Tito
zamé&stnanci parku pfichazeji do tésného kontaktu s gorilami horskymi (Gorilla beringei
beringei) a jejich trusem. Srovnavani byli zamé&stnanci parku s mistnimi obyvateli, ktefi
s gorilami do styku nepfichazeli. Vysledky ukazaly jednoznacné vyssi prevalenci C.
parvum u zaméstnancti parku oproti mistnim obyvatelim (3% vs. 21%). Mozny pienos
kryptosporidiové infekce z gorily na ¢lovéka nebo naopak v narodnim parku Bwindi

Nakazy mikrosporidiemi v souvislosti s habituaci byly popsany ve dvou publikacich.
Nakaza E. intestinalis byla detekovana u tii plné habituovanych goril horskych (Gorilla
beringei beringei) a dvou lidi v Ugandg, ktefi se s gorilami dostavaji do blizkého kontaktu
(Graczyk a kol. 2002). Vzhledem ktomu, ze se jednalo o stejny genotyp, je
pravdépodobné, Ze doslo k prenosu z ¢loveéka na gorily nebo naopak. Celkova prevalence
nakaz u c¢loveéka i1 goril byla nizkd (3% u clovéka i goril). V neddvné dobé byla
publikovana prace, ktera rovnéz naznacuje mozny zoonoticky pienos mikrosporidii mezi
¢lovékem a ostatnimi lidoopy (Sak a kol. 2011b). Bylo vySetieno 217 lidoopt chovanych
v zajeti (Pan troglodytes, Pan paniscus a Gorilla gorilla) ve 13 evropskych zoologickych
zahradach a dvou africkych zachrannych stanicich. Sou¢asné bylo odebrano i 20 vzorkd
od ¢lent persondlu v zachranné stanici Limbe. Celkova prevalence E. bieneusi a
Encephalitozoon spp. byla 36,7 % a u lidi byla popsana prevalence 65%. Zajimavym
faktem je, ze pozorovana prevalence v zoologickych zahradach byla mnohem nizsi ve
srovnani se zachrannymi stanicemi (53,1% vs. 20,2%; p<0,001; %?=25,55). VVzhledem
K tomu, Ze V obou zafizenich je epidemiologicka situace a hygienické standardy obdobné
a vobou dochazi k velmi tésnému kontaktu zvifat s clovékem, je obtizné rozdil
Vv prevalencich vysvétlit. Moznou pfic¢inou je rozdil v klimatu a dalSich podminkach

prostiedi.

6.2 Geneticka variabilita
Infekce mikrosporidii a kryptosporidii byly podrobné zkoumany u ¢lovéka, v mnohem

mensi mife vSak u ostatnich lidoopt. Z mikrosporidii byl u goril a Simpanzii detekovan
Encephalitozoon hellem, E. cuniculi, E. intestinalis a Encephalitozoon bieneusi (Graczyk
a kol. 2002, Sak a kol. 2011b). Z kryptosporidii byl u ostatnich lidoopti popsan
Cryptosporidium parvum (Nizeyi a kol. 2002).
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U dvou jedinct gorily horské (Gorilla beringei beringei) jsme nalezli C. meleagridis a
u dvou dalsich jedinct C. muris. Zatimco typickymi hostiteli C. muris jsou hlodavci, C.
meleagridis je druh, ktery se typicky vyskytuje u ptaka (Lindsay a kol. 1991, Xiao a kol.
1999, Morgan a kol. 2000). Oba zminéné druhy byly také popsany jako patogeny
napadajici Cloveéka (Pedraza-Diaz 2000, Katsumata a kol. 2000). U ostatnich lidoopt
zatim tyto druhy popsany nebyly. Cryptosporidium meleagridis byl pravdépodobné na
gorily pfenesen z nékterého z divokych ptakl nebo se jednalo o pasaz zazivacim traktem.
Tato moznost vSak neni piiliS pravdépodobna vzhledem k tomu, Ze ndkaza byla
prokézana nezavisle u dvou riznych jedincii stejné skupiny.

U jedné gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla) jsme nalezli Cryptosporidium bovis.
Tento druh bézné infikuje dobytek a ptivodné byl popsan u tura domaciho (Bos taurus)
(Fayer a kol. 2005). Nabizi se proto vysvétleni, ze infekce byla pienesena z buvola
afrického (Syncerus caffer), kteti jsou v Dzanga Ndoki oblasti sympatricti s gorilami. Ale
v této oblasti byla soucasn¢ s lidoopy vysetfovana i domaci a divoka zvitata a u zadného
z nich nebyl druh C. bovis pozorovan. C. bovis byl ale popsan u dobytka v Nigérii a
Zambii jinymi autory (Geurden a kol. 2006, Ayinmode a kol. 2010).

U goril horskych (Gorilla beringei beringei) a goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla)
jsme nalezli celkem 8 novych genotypu Enterocytozoon bieneusi, které byly
pojmenovany Gorilla 1-8. Genotypy Gorilla 1-2 a Gorilla 4-6 jsou velmi podobné
zoonotickému genotypu D, ktery byl nalezen u imunokomprimovaného makaka (Macaca
mulatta) (Chalifoux a kol. 2000), prasat (Buckholt a kol. 2002), telat (Santin a kol. 2005),
kocek (Santin a kol. 2006) a osob v Thajsku, Gabonu a Kamerunu (Leelayoova a kol.
2006, Breton a kol. 2007). Genotyp Gorilla 7 je ptibuzny genotypu EpbA, ktery byl
popsén u cloveéka a je bézné nachazeny u dobytka (Rinder a kol. 2000, Dengjel a kol.
2001) a genotyp Gorilla 8 byl podobny genotypu C, ktery byl rovnéz pozorovan u ¢lovéka
(Ligoury a kol. 1998). Genotyp Gorilla 3, pozorovany u gorily horské, se jen malo 1isi od
genotypu KB-5, ktery byl poprvé zaznamenan u paviana (Li a kol. 2011).
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7. ZAVER

1)
2)

3)

4)

Bylo popsano 8 novych genotypti Enterocytozoon bieneusi Gorilla 1-Gorilla 8.

U goril horskych (Gorilla beringei beringei) byla nové popsana infekce druhy
Cryptosporidium muris a Cryptosporidium meleagridis, které patéi mezi druhy

infek¢ni pro Cloveka.

U goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) byla detekovana infekce druhem

Cryptosporidium bovis.

Celkové srovnani prevalenci sledovanych parazith u nehabituovanych
a habituovanych jedinci naznaCuje, ze habituovana zvirata oproti
nehabituovanym vylucuji spory mikrosporidii S vy$si pravdépodobnosti a jsou
castéji infikovany kryptosporidiemi, coz nasvédcuje tomu, ze habituace ma vliv
na prevalenci téchto paraziti. Potvrzeni tohoto zavéru vsak vyzaduje dalsi

vyzkum.
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