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1. UVOD

1.1. Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou heterotrofni, jednobiimé mikroorganismy fazené do
samostatného kmene Microspora (Weber et al. 19%6u to obligatni vnitrobwini
paraziti postradajici mitochondrie a peroxisomyjngtgako jini metazoéarni paraziti,
nagiklad metamonady a parabasala (Hashimoto et al.8)19Pale u spor a
intracelularnich stadii nenalezneme pravy Golgihmarat, biik a dalsi (9+2)
mikrotubularni struktury. Navic maji vysoce reduiny metabolismus, 70S ribozomy a
nejmensi genom ze vSech eukaryot.

Od roku 1857, kdy Nageli popsal rnowbjeveného parazita v housenkach bource
morusSového, kterého pojmenovdbsema bombycis (Nageli 1857), byly mikrosporidie
identifikovany jako picina mnoha onemoéni u fiznych druli zvirat. Jejich
hostitelské spektrum je velice pestré — zahrndjsSinu bezobratlych a vSechniidy
obratlova (Canning et al. 1986; Sprague and Vavra 1976).nesdylo identifikovano
témet 1000 druli fazenych do vice nez 100 fochikrosporidii (Sprague et al. 1992).

Prvni gipad lidské mikrosporidiézy byl zaznamenén v ro889 (Matsubayashi et
al. 1959), avSak od devadesatych let, kdy s@laasfit pandemie syndromu ziskané
imunitni nedostataosti (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AID®) avysil i
pocet lidi s mikrosporidiozovou infekci. Pogd byly mikrosporidie z#&azeny meazi
oportunni patogeny infikujici jedince se sniZzenowunitou, zvladt jedince HIV-
pozitivni nebo pacienty po transplantéicprotinadorové terapii (Canning and Hollister
1992).

1.2. Taxonomie

Pojem mikrosporidie je netaxonomické oZewai kEZzneé uzivané pro popis skupiny
organisnii paticich do kmene Microspora, ktery byl zjatku fazen uvnit podise
Protozoa (Sprague 1982)reBtoze maji mikrosporidieckteré rysy prokaryot - 70S
ribozomy, nefitomnost mitochondrii, peroxysdana Golgiho aparatu (Vossbrinck et al.
1987), jsou povazovany za prava eukaryota, protoag@ jadro s jadernym obalem,
intracytoplasmaticky systéem membran a separaci nehsonit pomoci dliciho

vieténka (Canning et al. 1986).



Strukturni jednoduchost mikrosporidii vedla k nagdre jsou to primitivni eukaryota
(Cavalier-Smith  1983). Ale diky molekularni fylogdite bylo prokdzano, ZzZe
mikrosporidie pai mezi houby nebo organismy houbam bliz¢dbymné (Hirt et al.
1999; Katinka et al. 2001). Bylo zj&to, Ze jaderny genom obsahuje geny pro proteiny,
jez jsou mitochondrialnihotpodu. Rikladem takovych proteinjsou HSP70 (70-kDa
heat shock protein) (Hirt et al. 1997) nebogkalik jednotek pyruvat-
dehydrogenazového komplexu, ktery taktéZz mohl lbgtoaeny od mitochondrialniho
puvodu (Fast and Keeling 2001). Tyto geny jsou vebfizce gibuzné gefim
mitochondrii jinych eukaryot, proto sereglpokladd, Ze mikrosporidie degenerovaly
z vySSi formy organismu (Keeling and McFadden 1998jgt a Kirk (2011) uvadi ve
své praci pehlednou tabulku, ve které poukazuji na struktunaéky, kteréradi
mikrosporidie k houbam {fgomnost chitinu ve 8hé¢ spor a nefitomnost biiku a
jakékoli jiné 9+2 mikrotubulérni struktury) a naastu druhou jsou zde znaky, které
jsou unikatni pro mikrosporidie a zardivie od hub odliSuji; extrémni redukce genomu,
zpusob infekce hostitelského organismu, ifiEgpnnost mitochondrii, peroxisama
velikost ribozoni. Presné umighi mikrosporidii na fylogenetickém stromu je proto

stale diskutovano.

1.3. Morfologie a Zivotni cyklus

Spora je charakteristickou formou mikrosporidijiZevelikost se pohybuje mezi 1 az
20 um. Druhy, které infikuji savce, maji spory obvykle3 um velké. Obal spory je
tvoren tenkou shou, ktera se sklada ze gasti:

1) elektron-densni \ijSi proteinové vrstvy zvané exospora,

2) chitinové vnitni vrstvy zvané endospora a

3) plasmatické membrany uzavirajici cytoplasmu a alyan

Pro mikrosporidie je typicky vyi&tlovaci aparat, ktery obsahuje &&oou trubici
uréenou k infekci hostitelské kily a polaroplast, ty@ny navrstvenim k s@btésns
piilozenych membranovych lamel a vezikul (Larsson@9®echanismus infékiho
procesu je zaloZen na wstajicim osmotickém tlakuéhem germinace, kdy v zadni
vakuole dochazi ke &ieni molekul disacharidu trehalézy na glukézu atyms
oxidaci dlouhychtettzci mastnych kyselinDochazi tak k z&tSovani vakuoly az &ba

spory praskne v jejim nejt&éim mis¢ na apikalnim vrcholu (Undeen and Van der Meer
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1999). Zéarove dojde k vysteleni polové trubice prasklinou. Poté je touto icub
protlaten obsah spory a vyttiose vijSi membrana infelniho agens z polaroplastu
matdské spory. Timto mechanismem se parazit injikujecgitmplasmy hostitelské
buiky (Keohane and Weiss 1999).

V hostitelské biice se sporoplasma 2mi v meront. Meronty jsou kulaté nebo
podlouhlé utvary s jednoduchou stavbou, které seitiu\hostitelské biky mnozi
binarnim nebo &kolikanasobnym é&enim zvanym merogonie. d&ddy cleni jadra
muze probihat bez rozteni matéské buiky parazita — potom vznikaji mnohajaderné
plasmodiélni formy (Canning 1993).

Meronty se dale vyvinou ve sporonty, které jsourakieristické elektrondensni
povrchovou vrstvou. Tato vrstva se p&edstane exosporou. Ze sporantkteré se
mnoZi jednou nebo¢kolika binarnimi sporogoniemi, vzniknou sporoblastg kterych
se nakonec vyvinou zralé diferencované spory (Canh993).

Po vyplréni hostitelské biky sporami dochazi k prasknuti cytoplasmatické

membrany a uvokliné spory tak mohou zahdjit novy cyklus.

ProtoZe Zivotni cyklus mikrosporidii je striktreavisly na hostitelskych likach,
jejich genom je vysoce redukovany. Velikost genommahd od 2,3 Mb u
Encephalitozoonu intestinalis (Corradi et al. 2010), ktery #pobuje gastrointestinalni
onemockni u ¢loveka, az po 24 Mb Octosporea bayeri, jez je patogerDaphnia
magna (Corradi et al. 2009). Pra‘gdstavu, genorincephalitozoon intestinalis je vice
nez 1000x mensi nez lidsky genom (3000 Mbp)¥edsgtavuje pouze jednu polovinu
velikosti genomuEscherichia coli (4,6 Mbp). ProtoZe jsouckteré metabolické funkce
poskytovany hostitelskou bkou, geny zahrnuty v takovychto funkcich se stanou

nadbyténymi a mohou byt ztraceny po inaktivaci mutaci (iKegand Fast 2002).

1.3.1. Parazitoforni vakuola

Pojem parazitoforni vakuola byl odvozen tetkého slova pherein (= nosit), tedy
vakuola “nesouci parazita“. Tento termin byl poppauZzit k popisu intracelularnich
vakuol, které obsahovaly tachyzoiffoxoplasma gondii a kokcidie roduEimeria
(Scholtyseck and Piekarski 1965). Nazev parazitbfeakuola se pouziva pro ozeai
modifikovaného intracelularnino kompartmentu wkéch, ktery obsahuje parazitické

prvoky.



Mikrosporidie mizeme dlit podle toho, zda pradvaji swij vyvoj v parazitoforni
vakuole nebo fimo v cytoplasm hostitelské biky. Voln¢ v cytoplasnd hostitelské
buiky prodtlava swij vyvoj nagiklad rod Enterocytozoon (Cali and Owen 1990).
Naproti tomu rodencephalitozoon prodilava vyvoj uvnit parazitoforni vakuoly, ktera
je od cytoplasmy hostitelské fiky oddtlena membranou (Vavra and Larrson, 1999).
Parazitoforni vakuola m& vysoce organizovanou #iruk vyvijejici se
mikrosporidiova stadia jsou charakteristicky usmtana blizko membrany vakuoly,
zatimco zralé, pkn diferenciované spory jsou umisy centrald. Infikované buky
mohou obsahovat jednu nebo i vice parazitofornadtuel. S postupnym mnozenim a
dozravanim vyvojovych stadii se vakuolaétduje acasto zabira &Sinu hostitelské
cytoplasmy, pcemz zatlduje jadro, organely a cytoskelet hostitelskékyuna jeji
periferii. Infekce nize trvat i kkolik dni, dokud parazitoforni vakuola i membrana

hostitelské biikky nepraskne (Scanlon et al. 2000).

Taxonomie a druhova klasifikace mikrosporidii jeinparné zaloZzena na
ultrastrukturalnich rysech jako je velikost a méotpe vyvojovych stadii, piet zavit
tubuldrniho vyselovaciho apardtu spory a vztahu parazit-hostigeb druhovou
charakteristiku je @lezita také hostitelska specifita a typ organungka buiky, které

parazit invaduje.

1.4.Encephalitozoon spp.

Sporoplasma injikovana do hostitelskénky iniciuje proliferativni merogonialni
fazi. Meronti jsou strukturathjednoduché hiky s malou diferenciaci cytoplasmy a
jsou ohranieny jednoduchou membranou. MnozZi se opakovanym riima a
mnohonasobnym &knim. Ke karyokinezi rize dochazet opakovarbez rozdleni
matéské buiky, ¢imZ vznikne kulatd mnohojaderna plasmodialni forifmeap.
Enterocytozoon bieneusi) nebo podlouhla mnohojadernanka (nap. Encephalitozoon
intestinalis) (Cali et al. 1993; Cali and Owen 1990).

Sporogonie zapme, kdyZz se meronti vyvinou ve sporonty, které jsou
charakteristické svym hustym amorfnim povrchovymaletn. Sporonti rostou a mnozi
se binarnim nebo mnohonasobnyéedim, ¢cimz vzniknou sporoblasty. Ze sporobtast
se stanou zralé spory rozvojerretelnych cytoplasmatickych organel a zflm&gnim

sttny spory (Weber et al. 1994). Ke sporogoniiEacephalitozoon spp. dochazi
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v parazitoforni vakuole, ktera je ohré@na membranou, jiz vytvita hostitelska bika
(Cali et al 1993; Canning 1993).

Jako lidské patogeny byly identifikovanyi tdruhy rodu Encephalitozoon: E.
cuniculi, ktery ma Siroké hostitelské spektruntegevsim mezi savci (Canning et al.
1986); E. hellem, ktery byl odliSen ocE. cuniculi v roce 1991 (Didier et al. 1991), a
ktery byl zaznamenan kolika piipadech jako patogen ptake Spojenych statech a
Indonésii; E. intestinalis (pavodré pojmenovany jakdSeptata intestinalis), ktery byl
poprvé popsan vroce 1993 (Cali et al. 1993) a raagkovan ve vykalech
hospodéskych zviat v Mexiku a u goril v Africe.

Lidské izolaty vSechit druhi rodu Encephalitozoon (E. cuniculi, E. hellem, E.
intestinalis) a izolaty E. cuniculi ze zvfat jsou morfologicky identické za pouZiti
swtelné mikroskopie. Navik. cuniculi je morfologicky neodliSitelny odt. hellem jak
swtelnou tak elektronovou mikroskopii.

DalSi znamé druhy tohoto rodu js@il lacertae (Koudela et al. 1998), ktery byl
identifikovany pouze u pldza je nejvice fibuznyE. cuniculi, aE. romaleae, ktery byl

nalezen u sar&at (Lange et al. 2009).

1.4.1.Encephalitozoon cuniculi

Mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi byla poprvé izolovana z mozku, michy a
ledvin kralika s motorickou paralyzou v roce 192Rright and Craighead 1922) a
v roce 1923 byla pojmenovana (Levaditi et al. 1923)
infekce byly zaznamenany u celidy druti savdi, zahrnujici hlodavce, zajice, Selmy,
piezvykavce a také primatyetreé ¢lovéka (Canning and Hollister 1987; Didier et al.
1998; Sak et al. 2011).

Encephalitozoon cuniculi byl také prvni Usgsné izolovanou mikrosporidii ze savce
pievedenou do bwiné kultury (Shadduck 1969), coz zajistilo dostafe zdroj
mikrosporidii pro vyvoj diagnostickych metod a stud experimentalnich infekci
laboratornich zvat.

VSechna vyvojova stadigncephalitozoon cuniculi maji kthem vyvojového cyklu
jednoduché jadro. Merogonie probiha binarnigtenim, meronti #éstavaji v blizkosti
membrany vakuoly. Tvar meranje kulaty nebo ovalny,&kdy nepravidelny. Sporonti
se shlukuji v centru vakuoly. Sporogonie f@Sinou bisporoblasticka (tj. vznikaji dva

sporoblasty), ale byla zaznamenana i tetrasporiidktas Po napléni parazitoforni
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vakuoly sporami dochazi k prasknutirst této vakuoly i membrany hostitelskéily a
infekéni spory jsou uvoliny do okolniho progedi. Velikost sporE. cuniculi se
pohybuje mezi 2,0-2,5 x 1,0-1;8n a polova trubice tud 5-7 zavit v jednéiack
(Canning and Lom 1986).

O piavodu membrany parazitoforni vakuoly mikrosporidiidu Encephalitozoon
mame jen malo informaci. Existuji dva zasada liSici ndzory na to, jakym igobem
probih& tvorba parazitoforni vakuoly u rodimcephalitozoon. Podle prvniho se na
tvorbe podili hostitelska hika (Ronnebaumer et al. 2008), naopak podle druhého
nazoru probiha tvorba parazitoforni vakuoly b&zgni hostitelské biky (Fasshauer
et al. 2005; Maurova-Vancova 2001). Zda je parazitoforni vakuolavgau
hostitelského nebo parazitarniho je zcela zasaanippchopeni vyvoje mikrosporidii
rodu Encephalitozoon v buice. Invaginace plasmatické membrany hostitelskéyge
predpoklada pouze u tohoto rodu. Ostatni mikrospenditupuji do butk penetraci
plasmatické membrany (Didier et al. 1998).

Encephalitozoon cuniculi je nejlépe prostudovanym druhem mikrosporidii ¢&ima
toho, co je zndmo o patogenezi mikrosporidialnihemocgni je odvozeno ze studii
tohoto organismunfekéni spory se do volného prosti dostavaji exkrementy - &ica
vykaly. NejcasgjSim zpisobem penosu parazita je ingesce nebo inhalace énfiek
spor. Primarni infekce se tedy rozviji v epitelién buikach tenkého Btva nebo
dychaciho traktu. Sexualnifgmos mikrosporididzy je zaloZzen nafitpmnosti
mikrosporidii v m@ovodu a prostét jak bylo patrné vé&kolika piipadech u AIDS
pacienti (Birthistle et al. 1996; Corcoran et al. 1996)afsplacentarnitpnos parazita
byl pozorovan u hloda¥c masozravt a u opic (Mohn et al. 1982; Botha et al. 1979;
Zeman and Baskin 1985).

Encephalitozoon cuniculi je schopny fezZivat v biikdch hostitele navzdory
aktivované imunitni odpadi. Konkréte preziva v makrofazich, jejichz
prostednictvim se i do celéhodla. Mnoho spor je procesy uvhinakrofag zabito.
Nekteré vSak pezivaji a replikuji se diky absenci fuze lysozomiagozomem
(Weidner 1975). Rtomnost parazita blokuje lysozomalni aktivitu u¥rparazitoforni
vakuoly, coz bylo prokdzano ndéwmnosti kyselé fosfatazy, ktera je &asti
lysozomalni tekutiny.

Schmidt a Shadduck (1984) potvrdili dva mozné mecsmy vstuplE. cuniculi do

hostitelské biiky, a to aktivnim vysgelenim polové trubice s injekci sporoplasmy do
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buinky nebo fagocytézou. Dale provedli experiment, dikierému zjistili, ze i
neopsonizované spoiy. cuniculi mohou byt fagocytovany mysimi makrofagyvitro
a mohou se v nich namnozit. Ditrich et al. (199vadi, Ze se pravpodobré ¢astji
jedna o aktivni proces vstupu mikrosporidie daikyua v gipad, Ze je makrofag
infikovan aktivre, ténef ztrci své fagocytické schopnosti.

Na zaklad biochemickych, imunologickych a molekularnich risédoyly popsany
tiéi genotypy (kmenykE. cuniculi. Kmen | byl givodrg izolovan a kultivovan z kralik
(Shadduck 1969), kmen Il pochazi z mysi, ale ppbyl nalezen v norskych polarnich
liskach @Alopeslagopus) (Didier et al. 1995) a kmen 1l bylpodre popsan u domécich
psi (Shadduck et al. 1978). Tyto kmeny nejsdismq hostitelsky specifické. VSechny
kmenyE. cuniculi byly nalezeny «&lovéka.

Bylo zjiSttno, Ze velk&ast populace seébem sveho Zivota s touto mikrosporidii
setkala, protoZze mnoho jedincbez Klinickych projex infekce bylo serologicky
pozitivnich (Hollister et al. 1991, van Gool et #97).

1.5. Mikrosporidiéza
1.5.1. Zdroje lidské nakazy

Mikrosporididza je relativlinedavno rozpoznana infekce u lidi, a poudehk malo
studii zji¥ovalo zdroj a zppsob genosu mikrosporidii nalovéka. Nicmér, informace
z jednotlivych pipadi mikrosporididzy u lidi a firodni a experimentalni infekce u
zvirat poskytuji ndhled na moznétgpby [Fenosu parazita ndoveéka (Shadduck et al.
1996). Tabulka | shrnuje mozné zdroje mikrospotdicuniculi jakozZto infeRni agens

pro ¢loveéka.

1.5.1.1.Clovék (vertikalni a horizontalni p¥enos)

Vertikalni penos mikrosporidiézy z matky na potomk&® placentu byl popsan u
hlodavd, kraliki, masozravit a primati (Snowden et al. 1998; Snowden and Shadduck
1999). Vertikalni penos mikrosporidiozy glovéka nebyl dosud zaznamenan.

Pritomnost mikrosporidii v dychacim a zaZivacim tuaktfikovanych jeding a
vylu¢ovani spor stolici a néd indikuje, Ze horizontalniignos je mozny cestou fekéin
oralniho penosu, oral&oralniho penosu, inhalaci kontaminovaného aerosolu a
poz'enim kontaminované potravy nebo vody (Bryan andwadz 1999; Mota et al.

2000; Weber et al. 2000). Rizikové faktory spojeméikrosporididzou, které podporuji
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horizontalni penos jsou homosexualni praktiky, nitrozilni uzivahbg, a kontakt
s kontaminovanou vodou (Hutin et al. 1998).

1.5.1.2. Zvfata (zoonoticky prenos)

Primy dikaz pro zoonoticky fgnos mikrosporididzy byl zaznamenan wiit které
bylo serologicky pozitivni poté, co bylo v kontalda Stnaty, ktera byla infikovan&.
cuniculi (Maclnnes and Stewart 1991). Mnoho druimikrosporidii, které infikuji
¢loveéka, bylo také nalezeno v Siroké Skale savEo podporuje nazor, Ze dochazi k
zoonotickému fenosu (Mathis et al. 2005). Experimenty ukazaly, ggory
mikrosporidii  Zistavaji  Zivotaschopné nejenom ve &pdale i po vyschnuti
nasledovaném inkubaci twzanych teplotach. To na&iuje tomu, Ze nefmy
zoonoticky genos mikrosporidii mezi zkdty aclovékem je mozny fes vodu a jidlo
kontaminované zyé&cim trusem nebo ni nebo aerosolem (Bryan and Schwartz 1999;
Deplazes et al. 2000).

1.5.1.3. Voda

Zda se, Ze druhy mikrosporidii, které infikufiovéka, postradaji hostitelskou
specifiénost a mohou byt jednoduse whwany infikovanymi zviaty mai nebo vykaly
a kontaminovat tak vodni zdroje. Spory mikrospadrigiou odolné nefznivym
podminkam vajSiho prostedi a jsou schopnérgrit po dlouhou dobu ve védPro
jejich malou velikost neni snadné zachytit je dittr a pro infekci postarelativre mala
davka (Franzen and Miuller 1999). Podle epidemiclogih studii, rizikovy faktor
spojeny s lidskou mikrosporidiézou je vystavenveek pri rekreaci, pi praci, koupani
ve vart i samotné piti vody (Hutin et al. 1998). ZvySengogento infekci je
identifikovano u lidi Zijicich blizko vodnich zdio{Cotte et al. 1999).

1.5.1.4. Potraviny

Organismy pafci do roduNosema byly identifikovany uvnit burgk kosterniho
svalstva, ve stolici HIV-pozitivniho jedince, avSakadné znamky rozvinuté
mikrosporidiézy u tohotoclovéka nebyly pozorovany (MacDougall et al. 1993).
Vyzkum ukazal, Ze ifitomnost mikrosporidii v tomtotfpads byl ndhodny nélez, nikoli
prava infekce. Nicmean v nedavné epidemiologické studii byla prokazaoavislost
n¢kolikanasobné konzumace nedosiate tepel® upraveného haziho masa

s mikrosporidiozou u HIV-pozitivnih@lovéka (Hutin et al. 1998). Buckholt a spol.
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(2002) identifikovalE. bieneusi v praseti na jatkach v Massachusetts, USA a nalrhn
Ze dostaténou tepelnou Upravou masa se dédgjit infekci. DalSi studie ukazaly, Ze
mikrosporidie pibuzna roduPleistophora, ktera typicky infikuje ryby a hmyz, byla
identifikovana jako fivodce infekce u lidi (Chup et al. 1993; Vavra et E998).
Trachipleistophora hominis, ktera je morfologicky podobna druliRleistophora z ryb,
byla rozpoznana jakofigina myositis u AIDS pacienta (Field et al. 1996)e Aaké
bylo zjiS€no, Ze mikrosporidid. hominis roste v kultiie mnohem aktiwji pii teplog
32-34 °C, coz naziigje, Ze tento druh neni doveéka plre adaptovany (Cheney et al.
2000). Dalsi gipad podporujici moznostignosu mikrosporididzyips potraviny, byl
dukaz E. intestinalis v zavlazovaci vodl kterd se pouzivala v rostlinné produkci
(Thurston-Enriquez et al. 2002). V nedavné d@diyla publikovana studie, ktera
potvrzuje, Zzekerstvé potraviny jako jsou bobulovité plody, kapuatjiné druhy listové
zeleniny mohou obsahovat Zivotaschopné spory nykniodii druhi Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon intestinalis a E. cuniculi v takovém mnoZstvi, které jizihe

zpasobit infekci u lidi (Jedrzejewski et al. 2007).

1.5.1.5. Hmyz (ffenos pomoci vektoru)

Existuje dikaz, Ze také existujergnos mikrosporidiozy pomoci hmyzBrachiola
(syn. Nosema) algerae je pirozeny patogen moskiyit Pokus zpsobit systémovou
infekci u krys a athymickych mysi po intravenézranoralnim podani davky parazita
byl neulspsny. AvSak lokalizovana infekce se rozvinula po kmdhi inokulaci
mikrosporidie do ocasu, tlapky nebo ucha vyse 2nyich hostitel (Undeen and Alger
1976; Trammer et al. 1997). Weidner a spol. (198989yedl pokus, ve kterénignesl
Trachipleistophoru hominis do koma#t (Anopheles quadrimaculatus a Culex
quinquefasciatus). Infekce se v komarech rozvinula ve svalovychzsieh 4. aZz 6.
abdominalniho segmentu. Spofy hominis byly pozdiji znovuziskany z cukerného
roztoku, ktery byl pouzivan pro krmeni moskyta reékteré spory byly nalezeny
v Zaludku a sew komara. To poukazuje na moznkepos mikrosporidii na savceip

sani vektora (Weidner et al. 1999).



Tabulka I: P¥iklady zdroja mikrosporidii druhu Encephalitozoon cuniculi, jakozto
infekéni faktory pro ¢lovéka (Didier et al. 2004)

Zdroj Reference
Masozravci, kralici, Canning and Lom (1986); Snowden and Shadduck
hlodavci (1999); Deplazes et al. (2000)
LiSky Akerstedt (2002)
Kozy Cislakova et al.(2001)
Kong van Rensburg et al. (1991); Patterson-Kane et al.
(2003)
Primati Zeman and Baskin (1985); Guscetti et al. (2003)
Krysy (ve volné p¢irod€) Miller-Doblies et al. (2002)
Voda nebylo pozorovano
Potraviny Jedrzejewski et al. 2007

1.5.2. Interakce parazit-hostitel
ProtoZe c¢lenové rodu Encephalitozoon jsou paraziti lidi i jinych hostitél

experimentalni afirozena encephalitozoondza savuuze slouzit jako vhodny model
lidské systémové mikrosporididozy. Nicnién pribéh onemocani zpisobenych
mikrosporidiemi roduEncephalitozoon se znané liSi u mznych druli hostitef,
zpisobem infekce i faktory, jako jsoucks hostitele v dob infekce a sila imunitni
odpowdi. Pro druhEnterocytozoon bieneusi neexistuje zadny zkdéci model (Weber et
al. 1994).

Pro encephalitozoonodzu lidi a saveyly popsanytyii kategorie interakci parazit-
hostitel (Shadduck and Greeley 1989);

1) latentni asymptomaticka nebo chronicka infekce mymii symptomy, ktera je

zndma u mysi a kralikvSech ¥kovych kategorii, u ps polarnich liSek a kotula

veverkovitého, kt# byli infikovani v dosglém wku (Bismanis 1970; Canning et al.

1986);

2) akutni, potenciakn fatalni onemoactni, pozorované u novorozenychsift,

liscat lisSky polarni a midiat kotula veverkovitého (Mohn et al. 1982; Bothaakt

1979; Zeman and Baskin 1985);

3) proliferace parazita u hostitek absenci kompetentni ochrany, pozorovana u

pacienti s imunodeficienci a athymickych myi&ivivo a v bur¢nych kulturachin

vitro (Gannon J 1980);

4) symptomatické onemoéni u imunokompetentnihélovéka (Sandfort et al.

1994).
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1.5.3. Klinické piiznaky

Mikrosporidie u lidi jsou povaZzovany za oportunatqmeny, protoze jsougdevsim
piicinou onemoceni, je-li imunita hostitele sniZzena tak, zZe infeknemize byt
kontrolovana. Klinické symptomy a onemeain spojené s mikrosporidiézou se lisi
podle druhu mikrosporidie a podle stavu imunitndlgstému hostitele.

NejbezrejSi klinickou manifestaci lidské mikrosporididzyi pnfekci druhem E.
bieneus neboE. intestinalis je pmijem. HIV-pozitivni jedinci s méh nez 100 CD4+
burtk na mmni krve jsou kinfekci mikrosporidiemi citlivi, ale ejts tak i
imunokompetentniéi zcela zdravi jedinci, iedevSim cestovatelé, mohou byt stejn
postiZzeni (Lopez-Velez et al. 1999; Miiller et @)02). ZatimccE. bieneusi zpisobuje
relativre lokalizované onemoeni, predevsim gastrointestinalniho a mébezne i
respir&niho traktu, vSechnyiit druhy rodu Encephalitozoon typicky diseminuji a
zpasobuji klinické syndromy zahrnujici sinusitidu, &exkonjuktivitidu, encefalitidu,
tracheobronchitidu, intersticialni nefritidu, heiidtt nebo myositidu. Nicmeén mezi
druhy mikrosporidii jsou jasné rozdily v roiEii parazita v hostitelském organismu.
Encephalitozoon hellem parazituje pedevSim v éni rohovce a spojivce, v movém
traktu, nosnich dutinach a bronchialnim systéBncephalitozoon intestinalis se zase
zda byt spojen s gastrointestinalnim traktem @&atlady, s diseminaci do ledvingip
nosnich dutin a¢kdy také do dychaciho traktu. Naproti tofaucuniculi se zpravidla
rozSkuje do vSech orgdinv téle, vyjma gastrointestinalniho traktu, kde byva jen
sporadicky. Klinické projevy infekce mikrosporidii cuniculi se [iSi od
asymptomatickych az po vazna onentdr(Franzen 2008).

Druhy mikrosporidii jako jsoUe. bieneusi, E. hellem, E. intestinalis, T. hominis, T.
anthropophthera a A. vesicularum byly prvotre identifikovany u HIV-pozitivnich
jedinai. Ale nedavné fipady ukazaly, Ze &Sina €chto druli neni omezena jen na
AIDS pacienty.Enterocytozoon bieneusi a E. intestinalis byly nalezeny jako jrodci
priajmu u imunokompetentnich osob (Sandfort et al. 1884/naud et al. 1998). Naproti
tomu se mikrosporidie objevily u paciénktei byli po organové transplantaci nebo
protinadorove léb¢ (Goetz et al. 2001; Gumbo et al. 1999).

1.5.4. L&ba mikrosporidiozy
Mnoho 1iznych I&€iv bylo testovano pro kontrolu nosematézy deivmedonosnych,
avSak pouze Fumagillin a acyklicka antibiotika prkolvana kmenemAspergillus

fumigatus byla efektivni (Katznelson and Jamiesin 1952). &gittin je také dinny
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proti lidské mikrosporididze atgobeni protiE. cuniculi bylo prokazano Shadduckem
jiz v roce 1980, ktery navrhnul tuto latku jakdiléo pro encephalitozoon6zu (Shadduck
1980). Fumagillin byl poprvé pouzit procleu mikrosporidialni keratokonjuktivitidy u
tiéi HIV-pozitivnich pacient (Diesenhouse et al. 1993; Rosberger et al. 1993)ta
bylo mnoho dalSich pacientusgsreé vyléceno timto pipravkem (Friedberg and
Ritterband 1999). Fumagillin je také efektivnéildd pro chronickou infekci druhers.
bieneus u imunokompromitovanych jedific avSak u 50 % z &&nych pacierit byly
pozorovany vedlejSi efektydBy jako je neutropenie a trompocytopenie (Molinalet
2002).

Potéateni zpravy o usgné I&b¢ sttevni mikrosporidibzy pomoci metronidazolu
nebyla podptena dalSimi studiemi, a také se ukazalo, Ze mekaaol neni &inny proti
mikrosporidiim v kulturachin vitro (Beauvais et al. 1994). Bylo testovanékalik
dalSich prosedki, avSak bezusgne, kroms albendazolu, benzimidazolu, ktery se vaze
k tubulinu a byl tak shledany jako vysoagniny pripravek proti mikrosporidiim hmyzu
a cloveka (Haque et al. 1993). tia lidskych mikrosporidialnich infekci @pobenych
rodem Encephalitozoon pomoci albendazolu ukazala vyrazné zlepSefiznpki
onemocgni a postupnou likvidaci parazita ve vSech organ@dblina et al. 1995).
Patateini zpravy popisovaly klinickégsobeni albendazolu prdi bieneusi (Dieterich
et al. 1994), avSak nasledné studie toto tvrzewiatity (Molina et al. 1997).

Od té doby, co se pouziva vysoce efektivni anttalni terapie u HIV-pozitivnich
pacienti, vyskyt mikrosporidiézy u échto jedind vyrazré klesl. Nekolik studii
potvrzuje zmirgni symptoni spojenych s mikrosporidiézou u AIDS paciei€Carr et
al. 1998; Conteas et al. 1998) a dokonce bylo zeh@miovano i Gplné vymizeni

parazita z orgdn(Miao et al. 2000).

1.6. Imunosupresiva

Latky tlumici ¢innost imunitniho systému se nazyvaji imunosupeesibo této
skupiny I&€iv pafii celarada latek, které jsou odliSné mechanisme&mkiu i chemickou
strukturou. Imunosupresiva se pouZzivaji k paid nepimérené imunitni reakcefip
autoimunitnich chorobach a k patteni normalni imunitni reakcefiptransplantacich
organi ¢i kostni derg.
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1.6.1. Cyklosporin A

Cyklosporin A (CsA) je neutrdlni polypeptid, ktanhibuje proliferaci T lymfocyd,
jejich aktivaci a uvalovani lymfokini. Kvili jeho lipofilnimu charakteru se vain
v plasn¢ vyskytuje v mnozstvi mensSim nez 5 %. Ve férivdzané na plazmatickée
lipoproteiny je ho fes 35 %, v leukocytech je vazano 10 % a v erytemtyt50 %
(Hughes et al. 1991).

Cyklosporin A inhibuje kalcineurin-fosfatdzovou @i, coz ve vysledku pottaje
bungé¢nou imunitu stejé tak jako humoralni odped’, avSak v mensi rrd. Kalcineurin
je potebny pro transkripci genu interleukinu—2 uynit lymfocyti. Pomoci inhibice
kalcineurinové aktivity potkéuje cyklosporin produkci a uvisbvani interleukinu—-2, coz
ve vysledku inhibujetst a mnozeni T lymfocyt Cyklosporin fisobi na lymfocyty
specificky a reverzibilé&r a na rozdil od cytostatik nesniZzuje hemopoézuavingiuje
funkci fagocyfi.

Cyklosporin A se pouZziva jako imunosupresivum \tpassplantani terapii.
ProdluZzuje pezivani alogennich transplaritdtize, srdce, ledvin, pankreatu, kostni
dierg, tenkého skva a plic. V poslednich letech se &8g uziva i u nemocnych
s idiopatickymi stevnimi zasty.

V piipact imunosuprese mysi byly popsany imunosupresivimky cyklosporinu A
pii davkach 5-10 mg/kg deapodavanych peroranDong-Gyun et al. 2007).

1.6.2. Takrolimus

Takrolimus je makrolidni imunosupresivum izolovareStreptomyces tsukubaensis
(Kino et al. 1987), ktery se¢bn¢ pouziva pi organovych transplantacich a kié
atopické dermatitidy, psoriazy @etniho onemoami. Klinické studie roviéz potvrdily
jeho &inek [ lecbé revmatoidni artritidy.

Takrolimus inhibuje zejména tvorbu cytotoxickychmifpcyti, které jsou hlav
zodpowdné za odhojeni &bi. Potlauje aktivaci T lymfocyi a proliferaci B lymfocyi
a také tvorbu lymfokifh a expresi receptorinterleukinu—2. Imunosupresivniciaky
takrolimu jsou primar& spojeny s aktivaci T béhk (Roehrl et al. 2004). Mechanismem
je navazani intracelularnich protéirzvanych imunofiliny (FKBP-12) za vytveni
takrolimus-FKBP-12 komplexu. Tento komplex napoméindibici kalcineurin-
fosfatazy, enzymu zahrnutého v aktivaci transkripo faktoru pdebného k expresi
gemi cytokini. Vysledkem je kompletni blokadda tvorby cytokiprodukovanych T

lymfocyty, jako jsou tumor necrosis factor alphaNfo), interleukin—2 (IL-2) a
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interferon gama (INF) a také naruSeni proliferace T lymfoiya ndsledé jejich
funkce.

Takrolimus niize byt podavan intramuskul&nintraperitonealts nebo peroraka
V piipact imunosuprese mysi byly popsany imunosupresivinky takrolimu i

davkach 2-5 mg/kg deampodavanych peroran{Asano et al. 1995).

1.6.3. Mykofenolat mofetil

Mykofenolat  mofetil  (2-morfolinoethylester  kyseliny mykofenolove) je
imunosupresivum, které je Uspe pouzivano v prevenci akutni rejekce ledvinového
aloSepu a v I€be rejekce u pacieftpo transplantaci ledvin, srdce nebo jater.

Mykofenolat mofetil je hydrolyzovan na kyselinu nofknolovou, coz je
farmakologicky @inna latka, ktera selektién inhibuje inosin-monofosfat
dehydrogenazu (IMP-DH). Tento enzym je ¢khly vde novo syntéze purinu a
v prtemené IMP na GMP. Zatimco jiné liky mohou vyuZzit tzv. zachranou syntézu
purinovych nukleosi@l, proliferace T a B lymfocyt je kriticky zavisla nade novo
syntéze purih (Padalko et al. 2003). Kyselina mykofenolova inijgb syntézu
guanosinovych nukleotid Nema vliv nacasné faze aktivace lymfodyt(neinhibuje
syntézu interleukinu-2), aletggm¢ zasahuje az do pogdich proliferativnich a
diferenci&nich pochod; dochazi k potl&eni produkce protilatek i ke snizeni Bame
imunitni reakce (Sliva and Votava 2010).

Mykofenolat mofetil niize byt podavan intramuskul&nintraperitonealéy nebo
perordlé. F¥i imunosupresi laboratornich mysi se pouZivaji ¢g&8—100 mg/kg, coz

je mnohonasohnvétsi davka, nez se dop@uje ucloveka.
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2. CILE PRACE

. Zaznamenat fibéh mikrosporidiézy u BALB/c a SCID mysSi; zdokumenabv
Sireni mikrosporidieEncephalitozoon cuniculi do jednotlivych orgaina zjistit
jeji pritomnostéi neritomnost v trusu

. Provést |ébu pomoci albendazolu u infikovanych BALB/c a SQIDSi

. Za pouziti imunosupresiv vyvolat snizeni imunityinfikovanych BALB/c
mysSi a pipadre sledovat roz$éni mikrosporidii do jednotlivych organ

. Provést reinfekci BALB/c mysi podée¢ albendazolem a v chronické fazi
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Spory mikrosporidii

Byly pouzity sporyEncephalitozoon cuniculi kmene EC2 izolovaného Koudelou a
spol. (1994) z dexamethazonem imunosuprimované ,nky8ié byly kultivovany v
bunkach opéich ledvin Vero E6 v termostatutipteplot 37 °C v kompletnim
kultivacnim médiu RPMI-1640 Hepesmodification (hepes 25r¥i@gma) s pidavkem
2,5% bovinniho fetalniho séra (Bofes, ZVOS Hustepesngsi antimykotik, antibiotik
(Sigma) (100 Ul penicilinu, 1@g streptomycinu, 0,2g amfotericinu B/ml média),
gentamycinu (30pug/ml RPMI) a neesencialnich aminokyselin (SEVAC ah).
Naadherované infikované tky byly uvolreny pomoci sklegné tyinky.
V deionizované vog doslo k plasmolyze bwhk a jejich centrifugaci (20 minipl1370
g) byl ziskdn sediment se sporami, ktery byl uchéawaw pufru PBS s obsahem
antibiotik a antimykotik v chladice (i 4 °C.

3.2. Mysi

K pokugim byly pouzity imbredni mySi kmene BALB/c — sami¢e9 tydri staré
(Charles River, Germany, distributor ANLABR) a my3i kmene SCID — samice 7-9
tydni staré (vlastni chov, PaU BC AR v Ceskych Budjovicich). Mysi byly chovany
za standardnich podminek ve sterilnim prext v IVC (Air Handling Solutions;
Tecnoplast, Italy) s HEPA filtry ve 2tinci PaU AVCR, v.v.i. vCeskych Budjovicich.
Byly krmeny sterilni komeini sneési (TOP — VELAZ Praha) a napajeny sterilni vodou

ad libitum.

3.3. Imunosupresiva

K pokusu byla pouzita nasledujici &nmunosupresiv: Cyklosporin A (10 mg/kg) +
takrolimus (5 mg/kg) + mykofenolat mofetil (75 mgjk VSechna imunosupresiva byla
v praSku, proto musela byt nejprve rozgoat v cremoforu. Cremofor jeubbzité

rozpou&tdlo, diky riemuz je poté latka rozpustna ve vodnych roztocich.
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3.4. L&ivo
Pro I&bu mikrosporididzy byl aplikovan Aldifal (MEVAK NIRA, SR), jeZ obsahuje
100 g albendazolu v 1000 ml.

3.5. Infekce SCID a BABL/c mysi

SCID a BALB/c mysi byly perorathinfikovany mikrosporidiemE. cuniculi v davce
1x10 spor v 0,2 ml vody na my$ pomoci jicnové sondfikivané mysi byly chovany
ve sterilnim prosedi v izolatorech (BEM, Znojma;R) s HEPA filtry.

3.6. L&ba vybranych skupin SCID a BALB/c mysSi pomoci albedazolu

Vybranym skupinam mysSi bylo detipo dobu 14 din peroralg podavéano l&vo.
Objem davky pro jednu mys byl 200l, jez obsahoval 0,18 mg albendazolu
rozpuséného ve vod. Pro docileni toho, aby kazda mys dostala steffauku I€iva,
byla pouzita jicnova sonda.

Skupire BALB/c mysi byl lék aplikovan dernv rozmezi 28.-42. DPI. Jedné
skupirg SCID mysi bylo l&ivo podavano v akutni fazi infekce (14.-28. DPute
skupire v chronické fazi infekce (28.—42. DPI).

3.7. Reinfekce BALB/c mysi v chronické fazi a po &é albendazolem
Skupina BALB/c mySi po ¢ albendazolem a skupina BALB/c mySi po
samovyléeni byla 56. DPI peror&reinfikovana mikrosporidiemit. cuniculi davkou

1x10 spor v 0,2 ml vody na mys.

3.8. Imunosuprese vybranych skupin BALB/c mysi

Smes imunosupresiv (10 mg/kg cyklosporinu A + 5 mgtlgrolimu + 75 mg/kg
mykofenolat mofetilu) rozpu&bych ve vod ve vysledném mnoZstvi 2Q0 na mys, byl
podavan denhpomoci jicnové sondy. SkugiBABL/c mysSi v akutni fazi infekce, byla
imunosupresiva aplikovana od 35. do 60. DPI¢a skupinam mysi, Zehoz jedna
byla po l&€b¢ albendazolem, byla davka imunosupresiv podavandgbu 5 dad, tj.
56.—60. DPI.
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3.9. Sledovani ptibéhu mikrosporidiézy u jednotlivych skupin mySi na z&ladé
koprologického vySefeni
3.9.1. OdE#r trusu

Od kazdé mysSi byl kazdy den odebran vzorek trusmorky byly uchovavany
v ozn&enych sterilnich ependorfkach v mraz@ @i teplog -20 °C. Z jednotlivych
vzorki byly také vytvéeny nétry na podlozni skéko a barveny pomoci Calcofluoru

(viz. nize).

3.9.2. Barveni pomoci Calcofluoru White M2R

Vzorky trusu na podloZznich skkach byly fixovany methanolem a ponechany
zaschnout 2 minuty. Nasledovalo barveni 1% Calcodm White M2R v PBS
(fosfatovy pufr, pH 7,2—-7,4) po dobu 10 minut. Pby#a skitka oplachnuta v PBS a
dobarvena 0,5% Evansovou nibde vod po dobu 30 sekund. PodloZni gkb bylo
opét oplachnuto v PBS a ve #hponechano zaschnout. Takto obarvené vzorky trusu
byly prohlizeny fluorescegmim mikroskopem (OLYMPUS IX70)1ip zvétSeni 1000x
s olejovou imerzi f vinové délce 490 nm. Obarvené spory mikrosponmaiji ovalny

tvar a pod mikroskopem sviti jasmodrobile.

3.9.3. I1zolace DNA z trusu

Do mikrozkumavky se 180-200 mg trusu bylydany sklegné kulicky o velikosti
0,5 mm (BioSpec Products, In®artlesville, OK, USA) byl pripipetovan 1 ml pufru
ASL a takto pipravené vzorky byly rozbijeny pomoci beadbeat&astPref -24, M.P.
Biomedicals, CA, USA) po 1 minutufiprychlosti 5,5 rpm. Dale bylo postupovano
podle navodu vyrobce kome® dodavaného izotmiho kitu QIAamp® DNA Stool
Mini Kit (QIAGEN), ktery je uken procisténi a izolaci DNA ze vzork trusu pro
naslednou detekci patogenSowasti kitu, krond vySe zmigného ASL pufru, byly
inhibi¢ni tablety, AL pufr, promyvaci pufry AW1 a AW2, ¢hi pufr AE, proteinaza K
lyzujici bilkoviny a QlAamp kolony se 8mymi zkumavkami. Ziskana DNA byla

uchovavanaipteplog -20 °C.
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3.10. Sledovani piibéhu mikrosporididzy u jednotlivych skupin mySi na z&ladé
vySetreni vzorka organia
3.10.1. Odlgr vzorkd organi a tkani

V tydennich intervalech byly usmrcovany vzdy 3 my3azdé sledované skupiny
(BALB/c, SCID, BALB/c-l&ba albendazolem, SCIDdéa albendazolem, BALB/c-
reinfekce po 1&¢ albendazolem, BALB/c-reinfekce v chronické faziAlBB/c-
imunosuprese Vv akutni fazi infekce, BALB/c-imunosege po |&¢ albendazolem a
BALB/c-imunosuprese v chronické fazi). JednotlivymySim byla odebrana krev
z retroorbitalniho sinu, & byl proveden vyplach peritonea sterilnim chlazeri§BS
(2 ml) a byly odebrany vzorky jednotlivych orgarizaludek, duodenum, jejunum,
ileum, caecum, colon, slezina, jatra, ledvina,éawy mechyk, srdce, plice a mozek).
Aby se zabréanilo kontaminaci vzdrkbyla na kazdy organ zviaPpouzita jedna sada
nastrofi, kterd byla pedem vysteriltina autoklavovanimip 125 °C a naslednUV
swtlem o vinové délce 254 nm (Uvilink CL 508, UVITEQK). Cast z kazdého organu
byla okamzi¢ fixovana v 10% formaldehydu profipravu histologickych preparat
DalSi cast organ byla pouzita pro izolaci DNA a nasledné stanowvgitiomnostici
negitomnosti mikrosporidii ve tkani. U imunosuprimoyah mySi byla pouzit&ast
sleziny k ziskani splenodyta 75ul krve odebirané z retroorbitalniho sinu pro analyz

ponera lymfocyti pritokovym cytometrem.

3.10.2. Riprava histologickych preparati

Vzorky vySe uvedenych tkani v 10% formaldehydu bgtrvodrény ve vzestupné
alkoholovéradé. Po odvodwani byl alkohol v tkanich nahrazen xylenem. Po nasjc
byl material penesen do tekutého parafinu. Nakonec byly vzorkiityzado
piefiltrovaného parafinu a zhotoveny bhky. Z blackia byly nakrajeny na mikrotomu
histologické fezy tenké 4-6um. Rezy byly geneseny na podlozni sita. Red
barvenim bylyezy odparafinovany v xylenu a sestupnou alkoholdadou gevedeny
do vody. PRipravenéiezy byly barveny pomoci hematoxylin-eosinu a madii
Gramova barveni (Brown and Brenn 1931). Nabanterg byly zality do kanadského

balzamu a prohlizeny &telnym mikroskopem.

3.10.3. Barveni podle Brown-Brenna (modifikace Gramva barveni)
Samotnému barvenigdchazelaipprava jednotlivych roztak

. 1% krystalova viol& 1 g ve 100 ml destilované vody
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. 5% hydrogenuhtitan sodny: 5 g ve 100 ml destilované vody

. Gramiv jodovy roztok: jéd 1 g, jodid draselny 2 g, 300dastilované vody

. nasyceny roztok bazického fuchsinu: 0,25 g fuchsieulO0 ml destilované
vody

. pracovni roztok fuchsinu: nasyceny roztekiEny vodou 1:1000

. 0,1% roztok kyseliny pikrové: 0,1 g kyseliny pikeove 100 ml acetonu

Na odparafinovanétezy byl nanesen 1 ml krystalické violeti a 5@
hydrogenuhliitanu po dobu 1 minuty. Poté byla gkid oplachnuta vodou a patema
do roztoku j6du na 1 minutu. PodloZni 8ki byla ogt oplachnuta vodou a odbarvena
v roztoku aceton-éther 1:1, dokud nebyla odmytandddrva. Nasledovalo dobarveni
roztokem fuchsinu (1 minutu). Po &@pvném oplachu vodou byla séta pondena do
roztoku kyseliny pikrové, dokud nebylgzy odbarveny do Zlutdwizova. Poté byla
sklicka oplachnuta v acetonu a ve &inaceton-xylen 1:1. V posledni fazi bygzy
projaskny oplachem ve féch laznich xylenu. Obarvené vzorky byly zakapnuty
kanadskym balzamem a ihned rgabylo priloZzeno kryci skiéko.

Vysledné zbarveni preparatu je nasledovné: mikmidigo tmavofialow,
grampozitivni bakterie mdd, gramnegativni bakterigerverg, jadra bugk cervert a
ostatni tkdové komponenty Zlgt Vzorky byly prohlizeny sitelnym mikroskopem

pod olejovou imerziip zvétSeni 1000x

3.10.4. Barveni hematoxylin-eosinem
Pred samotnym barvenim byly nejprviggraveny nasledujici roztoky:
. eosin: 0,5 g eosin + 250 ml deionizovang®H 10 ml kyseliny octové
. hematoxylin: 0,5 g hematoxylinu + 500 ml deionizogd}40O + 25 g siranu

hlinito-amonného + 0,1 g jothanu sodného + 20 ml kyseliny octové

Odparafinovandezy na podloznich skkach byly ponéeny do hematoxylinu po
dobu 10 minut. Poté byly 10 minut oplachovany pelotici vodou. Nasledovalo
dobarveni v eosinu (5 minut), oplachnuti vodou &oddkni fezi pomoci vzestupné
alkoholovérady: 70% ethanol — 80% ethanol — 96% ethanol —digfen — xylen —
xylen — xylen. Nakonec byljezy zakapnuty kanadskym balzamemiekpyty krycim

sklickem.
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Vysledek barveni: Hematoxylin barvi jadra Bkina cytoplazmu, eosin barvi
mezibugénou hmotu. Jadra a bazofilni struktury jsou tedydrép ostatnicasti
preparatu odstinovancervené. Vzorky byly prohlizeny &telnym mikroskopem i

zvétSeni 1000x s pouzitim olejové imerze

3.10.5. Izolace DNA z tkani

Do mikrozkumavky byl nagihan vzorek tk&h o velikosti 0,5 cmy byly pridany
skleréné kulicky o velikosti 0,5 mm (BioSpec Products, InBartlesville, OK, USA)a
2-3 zirkonioveé kuliky o velikosti 2 mm (Invitek, Germany). Byldipipetovano 18Qul
ATL Buffer (Tissue Lysis Buffer; QIAGEN) a taktoripravena tka byla rozbijena
v beadbeateru (FastPfe4, M.P. Biomedicals, CA, USA) 1 minutdipychlosti 5,5
rpm. Dale bylo postupovano podle ndvodu vyrobce éwnd dodavaného izotaiho
kitu QlAamp® DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN), ity je uten prodcisténi a
izolaci DNA ze vzork ZivociSnych tkani a butk, kvasinek a bakterii. Seasti kitu,
krom¢ vySe zmigného ATL pufru, byly AL pufr, promyvaci pufry AW1AW2, elwni
pufr AE, proteinaza K lyzujici bilkoviny a QlAammlony se sbrnymi zkumavkami.
Ziskana DNA byla uchovavandi peplot -20 °C.

3.10.6. Polymerazovdetézova reakce (PCR)

Celkovy objem reakni snesi (Tabulka Il) pro kazdou PCR byl 24 a sowasti
kazdé PCR reakce byla také pozitivni a negativmitdoda. Taq polymeraza byla vzdy
piidavana jako posledni.

Pouzité roztoky:

. 10x koncentrovany kompletni pufr pro Taq purple Digglymerazu (Top-
Bio, 15 mM MgC})

. Taq purple DNA polymeraza (Top-Bio, 1y

. Deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s; Top-Bio, 10M roztok - 2,5 mM
kazdé baze)

. BSA (Sigma, 10 mg/ml)

. MgCl, (Top-Bio, 25 mM)

. Primery (Generi Biotech, 10 pmpl)
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Primarni PCR  M2F 5—-CGG AGA GGA AGC CTT AGA GA3’
M2R 5-ATAGTG ACGGGC GGTGTGT-3

Sekundarni PCR MFNest 5'— GAG AGA TGG CTA CTA CGTA AGG - 3
MSP1R 5- ACA GGG ACM CAT TCA-3

Tabulka Il: Reak ¢ni smés pro PCR (pro 1 reakci)

PouZzity roztok Primarni PCR Sekundarni PCR
deionizovana kKD 12,87ul 15,87yl
pufr 2,50ul 2,50ul
MgCl, 1,50ul 1,50ul
dNTP’s 0,5Qul 0,50ul
primer 5 0,5Qul 0,50l
primer 3 0,5Qul 0,50l
BSA 1,00ul -
Tag polymeraza 0,64 0,63yl
templatova DNA/PCR produkt 5,00ul 2,00pl
celkem 25,00ul 25,00l

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA vyizoloéaz tkdaové kultury Vero E6 s

E. cuniculi v koncentraci 8x10spor na 1 ml.

Amplifika¢ni program pro termocycler (Little Genius, BIOERYl lmasledujici -
pocateni denaturaceip 94 °C po dobu 3 min, denaturacé p4 °C po dobu 45 s,
nasedani primérpii 58 °C po dobu 45 s, syntéza novékt&zce i 72 °C trvajici 1
min, v3e ve 35 cyklech, a dosyntetizovani novitizce i 72 °C po dobu 7 min.

3.10.7. Gelova elektroforeza

Délka DNA fragment byla owiovana gelovou elektroforézou v 1,5% agar6zovém
gelu obarvenym ethidium bromidem (Sigmat) 0 V (EC300XL, Thermo Scientific)
po dobu 60 minut. Vysledné produkty byly vizualiamy pomoci UV transiluminatoru
(Electronic UV transilluminator, Ultra-Lum, Inc.¥ipvinové délce 312 nm. Jako DNA

marker byl pouzit 100 bp DNA ladder (Fermentas).
3.10.8. Analyza piitokovym cytometrem

3.10.8.1. Izolace splenocyt
Sleziny odebrané z usmrcenych mysSi byly zpracodeynasledujiciho postupu;
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Pouzité roztoky a chemikalie:

. RPMI-1640 (RPMI zéklad)

. RPMI obsahujici 10% BOFES (10% RPMI)

. PBS s 0,2% Zelatiou a 0,01% azidem sodnym (flowoigz

. Trypanova moti

Slezina byla protkena pes sterilni sitko pomoci pisturigacky. Vznikla suspenze
byla ngdedtna v RPMI zaklad a centrifugovana 10 miin 60 g a 4 °C. Sediment byl
resuspendovan v RPMI zéklad acbpentrifugovan 10 minutip150g a 4 °C. Tento
postup byl zopakovan je&Stivakrat. Poté byl pelet Fetkn pomoci 10% RPMI na 1 ml.
10 ul z této suspenze bylo smichano s p0@ypanové motl a 500ul 10% RPMI a v
Blrkerow komirce byly speoitany splenocyty (mikroskop Olympus BX 51,é@eni
40x).

3.10.8.2. Izolace lymfocyt z krve
Pouzité roztoky a chemikalie:

. 0,84% NHCI

. PBS s 0,2% Zelatinou a 0,01% azidem sodnym (flatok9

. 5uM EDTA v PBS

75 ul krve odebrané z retroorbitalniho sinu mysi bytad@gno do zkumavky s 1 ml
5uM EDTA. Cervené krvinky byly zlyzovany ifjganim 3,5 ml 0,84% NkCI.
Zkumavky byly protepavany 3 minuty ve vodni lazniiip37 °C. Lyzovéani bylo
zastaveno ifidanim 3,5 ml flow roztoku. Nasledovala centrigugd® minut i 1509 a
4 °C. Pelet byl rozmichan v nadbytku flow roztokegt centrifugovan 10 minutip
150ga 4 °C.

3.10.8.3. Piitokova cytometrie

Do jamek 96-jamkového panelu s dnem tvaru U bylpipgtovano 200ul PBS
s azidem a Zelatinou aigano 0,5x10 splenocyii. Pelet krve byl ni@dn na 200ul
pomoci flow roztoku a ignesen do jamek panelu. Poté byl panel centrifugqiia
580g 2 min a obsah jamek vyklepnut. Na mokry peletddubylo piidano 10ul flow
roztoku s ngedinymi protilatkami (Tabulka IIl). Zarove byla od kazdého vzorku
sleziny a krve provedena negativni kontrola. Naslath inkubace 20 minut ve #&pri

4 °C. Poté bylo do kazdé jamkytiggno 150 pl flow roztoku, destika byla
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centrifugovana 2 minip580 g a vysuSena. Tento postup byl fefgdnou zopakovan.
Nakonec bylo fidano 150ul flow roztoku a nasledovalo ¢eni na BD FACSCantoll
flow cytometru (BD Biosciences, USA) vybavenéhoé¢ma lasery s excitmimi
vinovymi délkami 488 a 633 nm. Nabarvena populagel byla analyzovana pomoci
softwaru DIVA.

Tabulka Ill: Pouzité monoklonalni mysi protilatky

Protilatka Fluorescertni znateni Vyrobce
anti-CD45 MAb PerCP-Cy5,5 BD Biosciences
anti-CD3 MAb FITC BD Biosciences
anti-CD4 MAb AlexaFluor 700 BD Biosciences
anti-CD8 MAb Pe-Cy7 BD Biosciences
anti-CD19 MADb APC-H7 BD Biosciences

-24 -



4. VYSLEDKY

4.1. Stanoveni pébéhu mikrosporidiozy u SCID mysi

U 15 SCID mysi inokulovanych p.o. davkou 1%XporE. cuniculi byl sledovan
pribéh infekce zpisobeny mikrosporidiemi. V tydennich intervalechybysmrceny a
vypitvdny 3 mysi, jejichZz organy byly vy§ehy na pitomnost parazita. ProtoZe se
jednalo o peroralni infekci, prvni byly mikrospdecdhi napadeny hiky stteva a DNA
mikrosporidii byla detekovana také v trusu. Skrzais steva se mikrosporidie dostaly
do dutiny WiSni, kde byly zji&ny diky vyplachu peritonea. Nasledujici tydny byl
pozorovan ndrst paitu infikovanych orgah. 28. den po infekci (DPI) byly mysi
v akutni fazi infekce, nelftoDNA mikrosporidii byla prokazana ve vSech organach
tkanich jak mikroskopicky (Obrazek 1) tak pomocilekalarnich metod (Tabulka 1Va).
Zbylé 3 mySi uhynuly 32. DPI .

Metodou barveni pomoci Calcofluoru White nebylyusti Zadné z mysi detekovany
spory mikrosporidii. Pomoci molekularnich metodyhylikrosporidie v trusu ifitomny
témet negetrZit jiz od 4. dne od infekce az do 32. DPI, kdy ddslzghynu poslednich
jedinail (Tabulka 1VDb).

Tabulka 1V: Pr ibéh mikrosporididézy u SCID mysi v organech (a) a trua (b)

a 7. 14.
Zaludek
duodenum + +
jejunum +
ileum
caecum
colon + +
slezina +
jatra +
ledvina
mocovy méchyr
srdce
plice
mozek +
vyplach peritonea +
krev
moc¢
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Obréazek 1: Loziska se sporami. cuniculi na povrchu ledvin SCID mySi 28. DPI.

Gramovo modifikovani barveni.
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4.2. Stanoveni ptibéhu mikrosporidiézy u SCID mysi I&enych albendazolem 14. —
28. DPI

SCID mysi p.o. inokulované davkou 1X16porE. cuniculi a od 14. DPI léené
albendazolem vykazovaly pomalejSiulpth mikrosporidiézy nez mysi neléné. Ve
druhém tydnu aplikace 1éku (tj. 21.—28. DPI) by]@tZno vymizeni parazita z8iny
organi. Tento trend byl pozorovan jéStyden po ukoeni I&by. Od 42. DPI byla
zjisténa rekrudescence parazita, 49. DPI byla DNA mikoasii detekovana ve vSech
organech a tkanich, kransrdce (Tabulka Va). 8iem nasledujichtit dni dochazelo
k postupnému Uhynu zbylych SCID mysi.

Beéhem I&by albendazolem byly mikrosporidie nachazeny wtmpsuze sporadicky.
Od 38. DPI (fj 2. tyden po ukéeni l&by) byly vzorky trusu oft pozitivni na
piitomnost mikrosporidii (Tabulka Vb).

Tabulka V: Priabéh mikrosporididozy v organech (a) a trusu (b) u SCID mysi
lé¢enych albendazolem 14. — 28. DPI

a 7. 14. 21. 28. 35. 42, 49,
zaludek + +
duodenum + + + + +
jejunum i i + +
ileum + +
caecum + + + +
colon + + + + +
slezina + + A + + +
jatra T + +
ledvina i + +
moc¢ovy méchyr + +
srdce + + +
plice + + + +
mozek + + + + + +
vyplach peritonea + T T + + + +
krev +
moc + +

i *

[ | + + + H EER #

2 -

0 7 14 21 35 42 49

dny

Lécba albendazolem SCID mysi od 28. DPI byla bénki, nebd aplikace 1éku

nezabranila jejich hynu. #nérna umrtnost infikovanych SCID mysi byla 32. DPI.
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4.3. Stanoveni ptibéhu mikrosporidiézy u BABL/c mySi

Tyden po p.o. inokulaci sporaifi cuniculi byl parazit u BALB/c mySi nalezen pouze
v trusu. 14. DPI byla mikrosporidialni infekce deteana wasti tenkého #eva (ileu),
slezirg, mozku, vzorku m& a vyplachu peritonea. Nasledujici tydny dochazelo
k roz8kovani mikrosporidii do dalSich orggmpricemz vrchol infekce byl 35. DPI, kdy
byla DNA mikrosporidii nalezena téshve vSech organech kr@énzaludku. DalSi tyden
(tl. 42. DPI) doSlo k napadné regeresi infekce rmasledujicim tydnu (49. DPI) byly
mikrosporidie detekovany pouze ve slézanmozku , a to jak mikroskopicky (Obrazek
2), tak pomoci molekularnich metod (Tabulka Vla.).

VySetované vzorky trusu byly pozitivni pouze 5.—7. danipfekci. Ostatni dny,
krom¢ 20. DPI, byly na mikrosporidie negativni (TabulHp).

Tabulka VI: Pr ibéh mikrosporidiézy u BALB/c mySi v organech (a) a tusu (b)

a 7. 14. 21. 28. 35. 42, 49,

Zaludek +

duodenum + +

jejunum + +

ileum + + + + +

caecum +

colon +

slezina + + + + + +
jatra + + + +

ledvina + +

moc¢ovy méchyr + + +

srdce + +

plice + +

mozek + + + + + +
vyplach peritonea + + + + +

krev

mog¢ + + + +

b +
[ |
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
dny

Mysi vySetené na fitomnost mikrosporidii v organech 91. den po infekuyly
pozitivni pouze ve vzorku sleziny. Vzorek trusu bglgativni.
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Obrazek 2: Mikrosporidiova infekce ve slezimp.o. infikované BALB/c mysi, 35.DPI.

Gramovo modifikované barveni.
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4.4. Stanoveni ptbéhu mikrosporidiézy u BALB/c mysi Iééenych albendazolem
28.—42. DPI

Ucinek albendazolu, jez byl podavan od 28. DPI do @RI, byl markantni jiz po
prvnim tydnu aplikace. 35. DPI byly spoEy cuniculi detekovany pouze ve slegjn
mocovém nechyki, v mozku a meoi. Ve slezig byly mikrosporidie prokdzany jest
nasledujici dva tydny (tj. 42. a 49. DPI), avSak toyjediny organ, ve kterém byly
zjisteny. Nasledujici tydny po 49. DPI byly vSechny orgartkare na mikrosporidie
negativni (Tabulka Vlla).

Vzorky trusu vySdbvané naE. cuniculi byly pozitivni pouze 5.-7. DPI.
V nasledujicich dnech nebyly mikrosporidie v tragdteny (Tabulka VIIb).

Tabulka VII: Pr abéh mikrosporididzy v organech (a) a trusu (b) u BALBc mysi
lé¢enych albendazolem 28. — 42. DPI
7. 14. 21. 28. 35. 42, 49, 56. 63.

zaludek +

duodenum +

jejunum

ileum + + + +
caecum

colon

slezina + + + + A +
jatra + +
ledvina

mocovy méchyi + T T
srdce i

plice

mozek + + + +
vyplach peritonea + + T

krev

mog¢ + + +

JLL

14 21 28 35 42 49 56 63
dny
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4.5. Stanoveni ptéibéhu mikrosporidiézy u BALB/c mySi po I&bé albendazolem
28.— 42. DPI a nasledné reinfekci 56. DPI

Po prokazani néfiomnosti spor ve vSech organech a tkanich bylpiskuBALB/c
(Tabulka VII) peroréla reinfikovana davkou 1xZ0sporE. cuniculi. Bylo sledovano
opeétovné proniknuti parazita do orgéan Tyden po reinfekci (63. DPI) byly
mikrosporidie prokazany pouze ve vyplachu peritoaeatydnu nasledujicim (70. DPI)
pouze ve slezih V dalSich tydnech nebyly mikrosporidie detekovarmadném organu
ani tkani (Tabulka Vlllia).

Pritomnost mikrosporidii v trusu byla prokdzana poueet.—6. dnu po reinfekci (tj.
59.-61. DPI). Ostatni dny byly na mikrosporidie a@gni (Tabulka VIIIb).

Tabulka VIII: Pr tabéh mikrosporidiézy v organech (a) a v trusu (b) u BAB/c mysi
po |&bé albendazolem a nasledné reinfekci 56. DPI

a 56. 63. 70. 77. 84. 91.

Zaludek

duodenum

jejunum

ileum

caecum

colon

slezina +
jatra

ledvina

mocovy méchyr

srdce

plice

mozek

vyplach peritonea +
krev

moc¢

56 63 70 77 84 91
dny
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4.6. Stanoveni p@ibéhu mikrosporidiézy u BALB/c mysi reinfikovanych 56. DPI
v chronické fazi infekce

56. DPI byla skupina BALB/c mysi (Tabulka VI) p.einfikovana davkou 1x10
spor E. cuniculi. Po sedmi dnech od reinfekce (63. DPI) byla &gt gitomnost
parazita v duodenu, céku, plicich, mozku, ve vyplaperitonea a v trusu. Nasledujici
tyden (70. DPI) byly mikrosporidie detekovany veezshe a jatrech. Htomnost
mikrosporidii v trusu byla rowZ prokadzana. 77. DPI byly &pzjiStny v plicich a
mozku, 84. DPI ve slezéna v jatrech (Tabulka IXa).

Vzorky trusu vySéené na fitomnost mikrosporidii byly v nepravidelnych
intervalech gidaw pozitivni a negativni (Tabulka IXb).

Tabulka IX: Pr abéh mikrosporididzy v organech (a) a trusu (b) u BALBc mysi
reinfikovanych 56. DPI v chronické fazi infekce
56. 63. 70. 77. 84. 91.

Zaludek

duodenum +

jejunum

ileum

caecum +

colon

slezina + + + +
jatra + +
ledvina

moc¢ovy méchyi

srdce

plice + +

mozek + +

vyplach peritonea +

kvev

mo¢

58

- = =

83 70 77 84 91

dny
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4.7. Stanoveni p@béhu mikrosporidiozy u BALB/c mySi po imunosupresi 35-60.
DPI v akutni fazi infekce
Vyrazny pokles p&tu lymfocyti diky aplikaci imunosupresiv byl zaznamenan sedm

dni po zahajeni imunosuprese. U sleziny dochazéatdedujici tydny k ofiovnému
naristu p@tu lymfocyti (Graf 1a), v krvi vSak hladina lymfodytadale klesala (Graf
1b). Vzestup p&tu lymfocyti v krvi byl zaznamenan az 10. den (70. DPI) po dkah
aplikace imunosupresiv. Jako negativni kontrola/lalpouzita mys bez infekce i bez
pouziti imunosupresiv, jako negativni kontrola Iy$ninfikovana mikrosporidiemk.

cuniculi.

Graf 1: Pocet lymfoca ve slezigé (a) a krvi (b) béhem imunosuprese BALB/c mySi

v akutni fazi mikrosporididzy
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a

U skupiny BALB/c mysSi, ktera byla v akutni fazi ékice, byly mikrosporidie
zjisteny téntt ve vSech organech kra@nialudku a srdce. Krev a trus byly ndt@mnost
mikrosporidii rovi@z negativni. Na zaklad téchto vysledk byly skupire mysi
aplikovany imunosupresiva od 35. DPI. Nasleduyden (tj. 42. DPI) doSlo k vymizeni
parazita ze vSeclasti tenkého Btva, ledvin a m&ového méchyie. Nebyl rovez
detekovan ve vzorcich miioa trusu. Naproti tomu byl parazit nowjistn v Zaludku.
49. DPI byly vzorky jater, sleziny, srdce, plic, oka, mai a trusu pozitivni, 56. DPI
byla zjiS€na gitomnost parazita pouze v jatrech. Analyza viorésledujich dvou
tydnt prokézala vymizeni mikrosporidii ze vSech orgartkani (Tabulka Xa).

VySetované vzorky trusu byly jiz den po zahgjeni imumpwese (tj. 36. DPI)
pozitivni na pitomnost mikrosporidii a to az do 49. DPIL DalSiydnebyly

mikrosporidie v trusu zjighy (Tabulka Xb).

Tabulka X: Pribéh mikrosporididzy v organech (a) a trusu (b) u BALBc mysi
imunosuprimovanych 35.—60. DPI v akutni fazi infeke

35. 42. 49. 56. 63. 70.

zaludek +
duodenum
jejunum

ileum

caecum

colon

slezina

jatra

ledvina
mocovy méchyr
srdce 3
plice

mozek

vyplach peritonea
krev

mo¢ i

-

28 35 42 49 56 63 70
dny

+ 4+ + 4+ + +++ o+
+ + + +

+ + +
+ + +
+ +
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4.8. Stanoveni ptibéhu mikrosporidiézy u BALB/c mySi po I&bé albendazolem
28.—42. DPI a nasledné imunosupresi 56.—60. DPI
Vyrazny pokles pé&tu lymfocyti byl zaznamenan 63. DPI, coz bylo 3. den od

ukonieni aplikace imunosupresiv. Téfrstejna hladina lymfocytbyla zjiS€na 70. DPI
(10. den od ukareni aplikace imunosupresiv). Nasledujici tydny kpybokazan
pozvolny naiist patu lymfocyti. Tento trend byl pozorovan u lymfoéybbsazenych
jak ve slezig (Graf 2a), tak v krvi (Graf 2b). Ve slezirdoslo k nej¢tSimu poklesu
CD8 T lymfocyt, v krvi to byly B lymfocyty.

Graf 2.: Poget lymfoci ve slezirg (a) a krvi (b)béhem imunosuprese BALB/c mysi
56.—60. DPI po |ébé albendazolem 28.-42. DPI
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Pred aplikaci imunosupresiv byla skupina BALB/c my$8etena na ftomnost
mikrosporidii ve vSech organech a tkanich (Tabwkd. Na zaklad negativnich
vysledki vSech vySébvanych vzork byla zapdata p.o. aplikace imunosupresiv po
dobu 5 dni. 7 dni od zahajeni imunosuprese (tj.083) byly mikrosporidie zjigny
v Zaludku, nasledujici tyden (70. DPI) v mozku glaghu peritonea. V mozku byly
mikrosporidie zjistny jeSt 77. DPI. Nasledujici dva tydny nebyla zji¥a gitomnost
mikrosporidii v Zzadném organu ani tkani (Tabulka)XI

Vzorky trusu byly Bhem celé aplikace imunosupresiv i po jejim uler negativni
(Tabulka XIb).

Tabulka XI: Pr abéh mikrosporidiézy v organech (a) a v trusu (b) u BAB/c mysi
imunosuprimovanych 56.—60. DPI po [&é albendazolem

a 56. 63. 70. 77. 84. 91.

zaludek +
duodenum

jejunum

ileum

caecum

colon

slezina

jatra

ledvina

mocovy méchyr

srdce

plice

mozek + +
vyplach peritonea +
krev

moc¢

dny
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4.9. Stanoveni péibéhu mikrosporidiézy u BALB/c mySi po aplikaci imunosupresiv
56.—60. DPI v chronické fazi

Prvni tyden po podani imunosupresiv (63. DPI) bgkzramenan pokles o
lymfocyta ve slezig. Nasledujici tyden (70. DPI) vSak doSlo k jehoétopnému
naristu a jejich hladina byla vice mé&stejna i v dalSich tydnech (Graf 3a). Snizena
hladina pétu lymfocyti v krvi byla pozorovana 3. a 10. den od ukem aplikace
imunosupresiv. Nasledujici tydny bylo zaznamenany@eni pétu lymfocyti a ustaleni
na @iblizné stejné hladia (Graf 3b).

Graf 3: Pocet lymfocyta ve sleziré (a) a krvi (b) béhem imunosuprese BALB/c mysi

v chronické fazi mikrosporididzy
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U skupiny BALB/c mysi, ktera byla v chronické famifekce, byly mikrosporidie
piitomny pouze ve slezin Trus byl na fitomnost mikrosporidii rowE negativni. Na
zaklad téchto vysledk byly skupiré mysSi aplikovany imunosupresiva od 56.—60. DPI.
Nasledujici tyden (tj. 63. DPI) byl parazit zfistve vzorcich Zaludku, sleziny a ve
vyplachu peritonea, tyden poté v mozku acménalyza vzork orgari nasledujich
dvou tydri prokézala fitomnost mikrosporidii pouze ve sleZim mozku (Tabulka
Xlla).

Vzorky trusu byly pozitivni naiftomnost mikrosporidii pouze 3. den od zahajeni
imunosuprese (tj. 58. DPI). DalSi dny nebyly mikrosdie v trusu zji&ny (Tab. XlIb).

Tabulka XII: Pr abéh mikrosporididzy v organech (a) a trusu (b) u BALBc mysi
po imunosupresi 56.—60. DPI v chronické fazi

a 56. 63. 70. 77. 84. 91.

zaludek +

duodenum

jejunum

ileum

caecum

colon

slezina 3 + + +
jatra

ledvina

mocovy méchyr

srdce

plice

mozek + + + +
vyplach peritonea +

krev

moc¢ +

B

dny
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5. DISKUSE

v

piedevsim u pacie@its AIDS (Desportes-Livage 1996; Orenstein 199i¢dPz&atkem
swtové pandemie AIDS na patku 80. let, byly mikrosporidiové infekce tgmbenéE.
cuniculi béZné nachazeny u laboratornich #ati (Shadduck and Orenstein 1993;
Snowden and Shadduck 1999), avSak v&acum clovéka. Ackoli serologicka data
ukazovala 0-42% prevalenci,étg8ina pozitivnich jedint byla nachazena meazi
homosexualnimi muzskymi pary nebo u jediscdalSi parazitarni infekci (Hollister and
Canning 1987). Jak pandemie AIDS paknraala, prevalence mikrosporidiovych infekci
u HIV-pozitivnich jedind se zvySila na 5-50 %. DneSni nalezy mikrospomdddl
infekci zpisobené druhemE. cuniculi, jez jsou detekovany imunologickymii
molekularnimi metodami, jsoutgdevSim u paciefitse sniZzenou imunitou (HIV-
pozitivni jedinci, pacienti po organové transplanta pacienti s idiopatickou CD4+ T
lymfocytopenii) (Mathis et al. 2005). \ipac, Ze p@et T lymfocyti v1 pl krve
klesne pod 100, projevuje se mikrosporidioza jakatmi, casto systémoveé onemagrn
(Weber et al. 1994; Orenstein 1991). V poslednietech jsou mikrosporidie
detekovany i u nezanedbateltésti imunokompetetnich jedibcu nichz je pitbeh
infekce asymptomaticky (Coyle et al. 1996, Sak let2811, Samie et al. 2007),
piipadré se u nich mMze vyvinout akutni gévni mikrosporidiéza (Sandfort et al. 1994).
Predpokladalo se, Ze u imunokompetentnich osob nédéctk systémové
mikrosporidiéze. Jenze Ditrich a spol. (2011) nedav popsali pipad
imunokompetentniho pacienta s nadlezem mozkovéhaeabs ktery byl zjsoben
mikrosporidiiEncephalitozoon cuniculi genotyp I.

Neni realné fedpokladat, Ze lidé se infikuji mikrosporidiemi geupokud dojde
k poSkozeni ¢i potlaeni imunitniho systému. JelikoZz spory mikrosporigisiou
vSudygitomné v prachu, ve véda na ®kterych druzich potravin (Cotte et al. 1999,
Thurston-Enriquez et al. 2002), prapodobnost infekce je relatignvysoka. Infekni
spory mikrosporidii se do volného priesti dostavaji exkrementy — &ip vykaly a
sputem infikovanych hostitiel NegasgjSim zpisobem penosu infekce naélovéka je
inhalace a ingesce spor, kdy dojde kipoz kontaminované potravy nebo vody, nebo
inhalaci kontaminovaného aerosolu (Bryan and Scawk®99; Deplazes et al. 2000).

Bylo zjisttno, Ze velkacast populace seébem svého Zivota s touto mikrosporidii
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setkala, protoZze mnoho jedincbez Kklinickych projex infekce bylo serologicky
pozitivnich (van Gool et al. 1997).

Jak ukazuji epidemiologicka data a jak bylo jiz esy&mirgno, pgedevsim osoby
s vaznou imunodeficienci jsou ohroZenou skupindupgro rozvoj mikrosporidialniho
onemocgni (Weber et al. 1994). Proto jako vhodny model pledovani iznych
aspekt oportunnich infekci u ziat i uclovéka jsou imunodeficitni kmeny mysi (nap
SCID). Vhodnost pouziti¢thto mySi pro studium mikrospoididzy charakterizova
Koudela a spol. (1993). SCID mySi maji deficienc B lymfocyt, ktera je podmigna
deédicné a je pod kontrolou autosomaélnecesivniho genu, ktery je oztowanscid. U
téchto mySi dochazi postuprk diseminaci mikrosporidii z mista infekce do akich
organi a tkani, picemz rozsieni parazita v hostitelském organismu zavisi nsalpu
infekce (Koudela et al. 1993). SCID mysi jsou vhgdnmodelem pro studium
patogeneze, mechanid8mrezistence, imunoterapie arigadnych chemoterapeutik
s antimikrosporidialni aktivitou (Koudela et al.a3).

Pti infekci E. cuniculi je dilezitd aloha makrofag které se vyznamnoudmou podili
na imunitni odpo¥di proti mikrosporidiim, a zarowena roz&ieni parazita uvnit
hostitelského organismu. Markova ve své préaci ilgistZze fagocytdza spor
v pacéateenich fazich interakce je mé&myrazna u BALB/c mySi nez u SCID mysi. Podle
rozdilu v p@&tu Zivych-mrtvych spor usuzovala, Ze u imunokompietieh BALB/c
mySi existuje mechanismus, ktery umoje potl&it fagocytarni schopnosti u
makrofag: aktivre infikovanych mikrosporidiemi. Vyraznvyssi fagocytarni aktivita
makrofagi u SCID mysSi nazrije absenci tohoto mechanismu (Markova 1997).
Makrofagy SCID mysSi roznaseji velndasré spory E. cuniculi do okolnich tkani a
jejich parazitarni obsah se stava pro organismisénian. Toto tvrzeni jsme potvrdili
experimentem, ktery demonstroval rychlogesi mikrosporidii ve SCID mysi. Jiz po
prvnim tydnu p.o. inokulace parazita byl detekov@jen v bukach steva, ale i
v mozkové tkani. Bhem nasledujicichtit tydni doSlo k diseminaci mikrosporidii do
vSech orgai hostitele a naslednk jeho uhynu. Infekce jater, sleziny, plic, srdce,
ledvin, mozku a peritonea w@gobila vEchto organech velké mnozstvi
granulomatéznich lozZisek. Tyto detaily parazitdniékce bylo mozné pozorovat diky
nabarveni histologickyciez.

Pro |&bu mikrosporidialnich infekci se pouzivaji derivaignzimidazolu, fedevsim
albendazol (Molina et al. 1995; Didier et al. 2Q0@echanismus jehocinku sp@iva v

inhibici polymerace tubulinu véke parazih, coz vede k rozvratu metabolismu a
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nasledné smrti parazita. Aplikaci tohoto Iéku BAEBhySim po dobu 14 dnod 28.
dne infekce jsme docilili eliminace parazita zechSergari vcetre sleziny. Podani léku
SCID mySim od 28. dne infekce bylo bednku, nebd@ 32. DPI uhynuly na systémové
poSkozeni zfisobené mikrosporidiemi. Na zaktadkchto vysledk byl jiné skupir
SCID mysi 1ék podavan jiz od 14. DPI. Vysledkemdylymizeni parazita z mnoha
orgari. AvSak po ukodeni l&by doSlo krelapsu mikrosporidiozy a za tydny
k uhynu mysSi. Tyto vysledky nazqgi, Ze &innost I&€by albendazolem zavisi na
stupni rozvinuti infekce u imunodeficientniho htedg, ale i ¥asna aplikace nemusi
vést k vylé&eni.

Akutni fadze mikrosporidiézy u BALB/c mySi byla pr@kana 35. den po infekci, kdy
témet vSechny organy byly pozitivni n&ifpmnost parazita. Tento stav vSak nevedl ke
smrti hostitele jako tomu bylo u SCID mysi, nybidShh k regresi infekce a vymizeni
parazita z mnoha organjiz nasledujici tyden. Jediny orgéan, ve kterém ybyl
mikrosporidie nadéle detekovany, a to i 91. denimfekci, byla slezina. Z toho
usuzujeme, Ze slezina slouzi jako potencionalnérves#r mikrosporidii, ve kterém
mohou perzistovat, aniz by hostitel€jak vazr poSkozovaly. Tento stav popsal
Shadduck a spol. (1979) jako vyrovnany vztah helstih parazita na zakkagiezivani
hostitele a petrvavani infekce parazita po dlouhou dobu. Pok&ekvz rjakého
davodu imunitni systém hostitele nedokadze udrzet ranbparazita pod kontrolou,
dojde k rozvoiji infekce, coz méa za nasledek poSkbaer, ledvin, plic nebo mozku
(Mathis et al. 2005; Canning and Lom 1986). V kahies timto poznatkem jsme
pomoci smisi imunosupresiv (cyklosporin A, takrolimus, mykofdat mofetil) ungle
vyvolali snizeni imunity ufech skupin BALB/c mysi, které byly viznych stupnich
parazitarni infekce a sledovali jsmiggadné roz$eni mikrosporidii do dalSich org&n

25-ti denni p.o. aplikace imunosupresiv (Uchidalefi999) u BALB/c mysSi v akutni
fazi infekce zpoatku vyvolala snizeni @tu lymfocyth ve slezig i v krvi. Zatimco
hladina lymfocyt v krvi nadéle klesala sot&br¢ s pokr&ujici imunosupresi, pet
lymfocyta ve slezik se z@al opit zvySovat jiz druhy tyden po zahajeni aplikace
imunosupresiv. Nasledujici tydny byl pozorovan neja vzestupny trend ptu
lymfocyta ve slezig, ale také doSlo k vymizeni parazita ze vSech argBomnivame
se, Zze k vymizeni mikrosporidii nedoslo diky imaimd mechanisiim hostitele, nybrz
diky &inku imunosupresiv na populaci makrofiagimiz mikrosporidie nemohly byt
fagocytovany a roznaSeny pdle hostitele, ale i na parazita samotného. Nigmén

ovéieni pipadného mikrosporidiocidniho ¢ialku zmirénych imunosupresiv bude
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zapotebi owfit experimentyin vitro. Na zaklad téchto vysledk jsme skupit BALB/c
mySi v chronické fazi a skuginBALB/c mySi po I€b¢ albendazolem podavali
imunosupresiva pouze po dobétipdnt (Jegorov, Gstni podani).cihek imunosupresiv
byl patrny jak ve slezi tak v krvi, ale pouze kratkodébU skupiny BALB/c mysi
lécenych albendazolem doSlo k nalezu mikrosporidiipmvegj v Zaludku, posléze i
Vv peritoneu a mozku iipsto, Ze vysSéeni vSech organa tk&ni na fitomnost parazita
pied podanim imunosupresiv bylo negativni. Z tohoymdp, jak jiz bylo zmigno vyse,
Ze |l&ba albendazolem neni stoprocentitinnd a Ze jisté mnozstvi mikrosporidii
pieziva v organech, avSak ani citlivé molekularni odgt mnohdy nedokazou takto
malé mnozstvi parazita zachytit.

U skupiny BALB/c mySi, u nichZz byla v chronické faprokdzana fitomnost
mikrosporidii ve slezi& zpisobila aplikace imunosupresiv ro&sii parazita do dalSich
organi. Slezina zde poslouzila jako zasobarna Zivych,dgeré po naruseni imunitniho
systému okamatdiseminovaly doda hostitele. Jak se hladina lymfogyte slezig a
v krvi postup® dostavala do jvodniho stavu, dochazelo k&pvnému vymizeni
mikrosporidii z organ.

Jelikoz potldgeni imunitniho systému pomoci trojkombinace vySeinZnych
imunosupresiv némeslo @éekavany dinek a bylo pouze kratkodobé, bylo by zajimavé
experiment zopakovat s pouzitim jiného imunosupegsnapiklad dexametazonu. Po
provedeni pedpokusu bylo zjigho, Ze imunosupresivnicinek dexametazonu byl 40x
vy3Si nez u trojkombinace cyklosporin A-tacrolirmgkofenolat mofetil. Wingjsi
imunosuprese byla patrnd i u BALB/c mySi imunosmorianych od 62. DPI, kdy byly
mikrosporidie 91. DPI detekovany ve slezifatrech, méovém n&chyti, srdci, plicich
a vyplachu peritonea.

Na zaklad poznatk o vSudypitomnosti mikrosporidii v Zivotnim prasdi a
praveEpodobnosti opakované infekce mikrosporidiemi jsnagrhli pokus, kdy jsme
skupinu BALB/c mysi vyléenych albendazolem a skupinu BALB/c mysi v chro@ick
fazi infekce reinfikovali davkou 1xI0spor. V fiipacs mysi I&enych albendazolem
byly mikrosporidie detekovany po reinfekci pouzperitoneu a ve slezin Nasledujici
tydny byly vSechny vyS&tvané organy a tk&ma gitomnost mikrosporidii negativni.
VysSetované vzorky trusu byly naffpomnost parazita pozitivni pouze 3. az 5. den po
reinfekci, steji jako u BALB/c mysi, které byly parazitem infikowapoprvé.

Naproti tomu reinfekce BALB/c mysi v chronické fagiisobila roz&eni parazita

do vice organ a také vzorky trusu byly v nepravidelnych inteed stidaw pozitivni
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a negativni nafftomnost mikrosporidii. Z toho vyplyva, Ze mikrosjolle je mozné ze
vzorku trusu detekovat pouze tehdy, setka-li sditebs parazitem vice nez jedenkrat.
Také nepravidelné vybovani spor v trusu poukazuje na to, Ze je vZdyghat provest
opakovana vyse&eni stolice v rozmezi &kolika dni. Da se tedy iedpokladat, ze
prevalence mikrosporidii u asymptomatickych zdréwgsob nize byt mnohem vyssi,
nez uvedli Sak a spol. (2011).

VSechna tato zjighi jasr¢ ukazuji, Ze mikrosporidie seet¢ vyskytuji u jediné
bez jakychkoli klinickych fiznali i pres plré funkéni imunitni systém, coz popira
dosavadni poznatky o imunitni od@olv proti mikrosporidiovym infekcim. iestoze
Khan a spol. (2001) zjistili, Ze obrannd imunitrdpowd’ proti mikrosporidiim je
zavisla na ftomnosti cytotoxickych CD8+ T lymfoc§t jez jsou schopny z&it
infikované buky, a CD4+ T lymfocyty mohou hra@st&nou roli v gipadt peroralni
infekce pomoci produkce interferonu gama (-KSak et al. 2006; Salat et al. 2006),
naSe vysledky nazwaji, Ze mikrosporidie E.cuniculi jsou schopny v dostateém
mnozZstvi pezivat v organech jedince bez klinickyctizmaki infekce a g poruseni
rovnovahy imunitniho systému jsou schopny iniciovatSteni infekce do dalSich
orgari, coZz g dramatickém sniZeni imunity e vést k rozvoji ZivotohroZujici

mikrosporidiézy.
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6. ZAVERY

. Lécba albendazolem neni stoproceniédinna, nebé nedojde k uplné likvidaci
mikrosporidii. Ugité mnozZstvi spor #eziva asymptomaticky v organech, a
pokud dojde k naruSeni rovnovahy imunitniho systémmikkrosporidie se
mohou roz§&it po tle hostitele.

. Imunosuprese vyvolé&ast&éné rozsieni parazita véte hostitele. V korelaci s
opétovnym zvySovanim piu lymfocyth ve slezig a v krvi, které nastane po

ukorgeni aplikace imunosupresiv, dochazi k eliminacapia v organech.

. Trojkombinace imunossupresiv cyklosporin A-tacralsamykofenolat mofetil

nejsou vhodné k navozeni dlouhodobého getidimunitniho systému.

. Dojde-li k infekci mikrosporidiemi pouze jedenkr&NA parazita Ize v trusu
detekovat pouze na gé@tku infekce. Dojde-li vSak k opakovanym reinfekgcjen
mozné zachytit DNA mikrosporidii v trusu i nasleidiijdny po reinfekci a

mikrosporidie napadaji po reinfekci dalSi organy.
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