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In this study was described the role of the inflammation in activation of latent
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using molecular and histology methods. Moreover, the occurrence of spores in faecal
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1. Uvod

Mikrosporidie jsou fazeny kjedném znejucinngjSich a nejvyvinutéjsich
paraziti ve smyslu produkce jedinecnych spor, které¢ se tadi mezi jedny
z nejslozitéjSich  jednobunéénych struktur znamych vesvéte biologie. U
imunokompetentnich sav¢ich hostiteli jsou mikrosporidie schopny vytvaret typicky
rovnovazny stav mezi hostitelem a parazitem, Casto s minimalnimi klinickymi

ptiznaky (Didier et al. 2000, Shadduck et Orenstein 1993, Vavra et Lukes 2013).

Patndct druhii mikrosporidii se vyznacuje schopnosti infikovat lidi a druhy
zrodu Encephalitozoon maji nejvétsi klinicky vyznam. Encephalitozoon cuniculi
patii k nejlépe prostudovanym druhtim mikrosporidii a jsou zndmy ctyii hostitelsky
nepiili§ specifické genotypy (I — kralici kmen, II — mysi kmen, III — psi kmen a IV —
lidsky kmen), které jsou determinovany na zakladé poctu kratkych opakovani
v ribozomalni internal transcribed spacer (ITS) oblasti (Didier et Khan 2014,

Talabani et al. 2010).

Druhy rodu Encephalitozoon infikuji rizné typy savCich bunck vcetné
epitelidlnich a endotelovych bunék, fibroblastii, makrofagl a astrocyti (Didier et al.
2004). U hostiteltl jsou schopny dle mista lokalizace vyvolat riizna onemocnéni
véetné encefalitidy, o¢ni infekce, sinusitidy, myositidy. Casto se jedna o systémové
diseminované infekce (Keohane et Weiss 1999, Weber et al. 1994, Weber et Bryan
1994). U imunosuprimovanych osob v diisledku chemoterapie a imunomodulacni
1éCby a piijemct organti a kostni dfen¢ jsou mikrosporidie velmi vyznamnym
faktorem pro rozvoj onemocnéni. Infekce témito parazity se vSak vyskytuje i u

imunokompetentnich jedinct (Sak et al. 2011a, b).

Pribéh infekce v zavislosti na imunologickém stavu hostitele byl
demonstrovan na mysSich hostitelskych modelech (Kotkova et al. 2013, 2018,
Moretto et al. 2008, Sak et Ditrich 2005, Sak et al. 2006, 2010, 2017b). Kotkova et al.
(2013) prokazali, ze mikrosporidie pfetrvavaji u imunokompetentnich hostiteld v
latentni form¢ a mohou byt reaktivovany. Tato studie na laboratornich zvifatech
znacn¢ prispéla k predvidani a pochopeni imunitnich odpovédi u infikovanych
hostitelt. Mikrosporidie jsou definovany jako chronické, pomalu piisobici patogeny,

které jsou u vhodného hostitele schopny rapidniho mnoZeni, aniz by vSak



prokazatelné postihovaly hostitelsky organizmus imunokompetentniho jedince.

(Kotkova et al. 2018, Sak et al. 2017b).

Z divodl obtizné diagnostiky mikrosporidii nejsou pacienti ¢asto testovani na
pritomnost téchto paraziti. Tato situace vede k stavu, Ze nejsou odhalovany ,,skryté
mikrosporidiové infekce®, které mohou pisobit zdvazné zdravotni potize, a které
jsou Casto oznacovany jako nespecifické patologie organizmu. Proto také byva velmi

ziidka aplikovana uc¢inna 1écba (Ditrich et al. 2011).

Horizontalni pfenos mikrosporidii po¢ina germinaci (klicenim) ve stfevnim
lumenu, kde jsou infekce zpravidla iniciovany v epitelidlnich stfevnich buiikach,
ojedinéle ve svalovych buikdach. Tkan€, ve kterych se mikrosporidie vyvijeji
v infekéni stadia, spory, jsou obvykle druhové specifické. Nejcastéji se jedna o
tkané/bunky traviciho traktu, kdy miize byt infekce omezena pouze na jednu Cést
stfeva, ¢i se muze §ifit do riiznych typt tkani. Systémové mikrosporidiové infekce
vyvolané pozitim spor jsou rovnéz iniciovany v epitelidlnich bunkach stfeva a
nasledné se §iii 1 do ostatnich tkani. U mySich model bylo pozorovéano velmi rychlé
Siteni druhti Encephalitozoon, které byly schopny vyvolat systémové infekce béhem

nékolika dnii (Kotkova et al. 2013, 2018, Sak et al. 2017a, b).

Jelikoz jsou mikrosporidie nepohyblivé, pienos v hostiteli je omezen na
jedinecny mechanizmus invaze hostitelskych buné€k, ktery zahrnuje vysoce
specializovanou strukturu, 10-50 um dlouhé polarni vlakno, zodpoveédné za infekci
bun¢k hostitelského organizmu. Jsou vSak reportovany ptipady replikace
mikrosporidii rodu Encephalitozoon v rezidentnich a migrujicich makrofazich, coz
naznacuje, ze indukce chemokint zodpovédnych za vznik imunitniho zanétu mize
vést k pokracovani infekce a diseminaci (Fischer et al. 2008, Niederkorn et Shadduck

1980, Weidner 1975).

Stale cCastéji se vSak objevuje spojovani mikrosporidii rodu Encephalitozoon
s béznymi infekcemi a Casto mohou pfedstavovat zanedbavané etiologické agens
zpusobujici Zivot ohrozujici infekce, ke kterym mohou byt fazeny encefalitida a
meningitida u imunokompetentnich jedincti. Dale mohou pfispét k aseptické
periprotetické osteolyze po primarni artroplastice kycelniho kloubu, coz vede
k uvolnéni implantitu a vyzaduje naslednou revizi kycelni ndhrady (Ditrich et al.

2011, Kicia et al. 2018a).



Na zakladé studii lze predpokladat migrace mikrosporidii do loziska zanétu a
aktivaci zanétlivych bunék, zejména pak makrofagl a neutrofilQ, jejichz produkty
jsou schopny indukovat poskozeni tkané. K témto latkdm se ftadi cytotoxické
cytokiny, kationtové proteiny, mediatory lipida, metaloproteindzy a slozky kysliku.
Vrozené i adaptivni signaliza¢ni drahy by tudiz mohly byt zapojeny do poskozeni
tkané. Mechanizmy vSak nadale zlstavaji spekulativni (Achbarou et al. 1996, Cox et

al. 1979, Sak et al. 2010, 2011b).



2. Literarni prehled

2.1. Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni eukaryotni paraziti infikujici Siroké
spektrum Zivodichll véetné protist, obratlovct a bezobratlych. Radi se do kmene
Microsporidia patticiho do fiSe Opisthokonta. V soucasnosti je popsano téméi 1500
druhii patticich do 187 rodii. Tito paraziti byli poprvé popsani v roce 1857 jakozto
patogeny bource moruSového a rovnéz byli rozpoznavani jako pfi¢ina infekci u
Sirokého spektra hostitel (Vavra et LukeS 2013). Prvni piipad lidské
mikrosporidiové infekce byl popsan roku 1959 (Matsubayashi et al. 1959). Mohou
zpusobovat latentni, benigni, ¢i systémové infekce, které zplsobuji rozsahla

poskozeni hostitelského organizmu a ¢asto i smrt (Franzen 2008).

Struktura a biologie mikrosporidii je tak unikatni, Ze je jejich fylogeneticky
vztah s dal§imi organizmy nejasny. Historicky se taxon Microsporidia objevil jako
izolovand skupina organizmti (Vavra 1966). Strukturni a genomicka redukce téchto
paraziti je mozna pouze diky metabolické a energetické zavislosti na hostitelské

bunice (Williams 2009).

2.2. Taxonomie

Kmen Microsporidia ptedstavuje dobie definovanou monofyletickou skupinu,
jejiz postaveni na fylogenetickém stromu je vSak nejist¢ a za 150 let vyzkumu
prodélalo fadu zmén (Keeling 2014). Primarné byla klasifikace zalozena na
strukturnich znacich pozorovanych svételnym a elektronovym mikroskopem.
Podobny problém klasifikace mikrosporidii je ten, Ze mnoho charakteristickych
struktur bud’ nenese fylogeneticky signal, nebo signal nebyl dosud identifikovan.
Tudiz je formalni klasifikace mikrosporidii, ktera je zaloZena na morfologii a
rozsahu hostiteld v mnoha pfipadech neslucitelnd s fylogenetickymi vztahy
odhalenymi molekuldrnimi metodami. Na druhou stranu podnitilo uziti téchto metod

reklasifikaci a pfejmenovani fady druhit mikrosporidii (Vavra et Lukes 2013).

Prvni popsana mikrosporidie Nosema bombycis byla popisovana jako kvasince
podobny organizmus a fazena mezi Schizomycety (Négeli 1857). Pozdé€ji je na
zékladé bunéénych podobnosti fadil Balbiani (1882) v ramci skupiny protist do
podtiidy Cnidosporidia patfici mezi Sporozoa. Nasledn¢ byly na zaklad¢ absence

mitochondrii fazeny mezi primitivni eukaryotni organizmy do skupiny Archeozoa
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(Cavalier-Smith 1983). Analyzou proteint bylo vSak zjisténo, ze jsou mikrosporidie
ptibuzné houbam a diky molekularnim metoddm byla dokazana ptitomnost HSP70
(70-kDa heat shock protein) genil, coz dokazuje sekundarni ztratu mitochondrii a
diky elektronové mikroskopii byla prokazana ptitomnost mitosoma (Keeling 2014,

Keeling et al. 2000, Vavra 2005).

Stale vSak neni jisté, zda maji byt fazeny vramci fiSe Fungi, nebo tvoii
spolecné¢ s kmenem Aphelida a druhem Rozella spp. sesterskou skupinu hub
Cryptomycota (Keeling 2014, Lutzoni et al. 2004). Podobnost mikrosporidii
s houbami je zaloZena pfevazné na molekuldrnich znacich, pficemz morfologicka
podobnost je velmi omezend. Mezi znaky sdilené s houbami patii pfitomnost o-
chitinu ve sténach spor, trehalézy a absence bi¢ikt. OdliSuji se vSak piitomnosti
ribozoml prokaryotniho typu 70S, nepfitomnosti mitochondrii, peroxisomt a ITS2

(Vévra et Lukes 2013, Voigt et Kirk 2011).

Paraziticky zpisob zivota vedl k redukci fady gent spojenych s metabolickymi
funkcemi. Mnoho zastupcii kmene Microsporidia fadime k organizmiim s nejmensim
eukaryotnim genomem. Velikost genomu se pohybuje od 2,3 Mbp (mega base pairs)
u E. intestinalis, 2,9 Mbp u prvniho analyzovaného druhu E. cuniculi az po 24 Mbp u
Hamiltosporidium tvaerminnensis (Katinka et al. 2001, Keeling et al. 2000).

2.3. Morfologie a vyvojovy cyklus
jednobunéénych forem znadmych v biologickém svété a jedna se o jediné volné se
vyskytujici stddium (Franzen 2008). Velikost spor se v zavislosti na druhu pohybuje
od 1 az do 20 um a vétSinou mivaji ovalny, kulovity nebo hruskovity tvar. Druhy,
které infikuji savce, maji spory velikosti 1 az 3 um (Bryan et al. 1991, Canning et al.

1986, Weber et al. 1994). Sténa spor se sklada ze tii vrstev:

e Vn¢jsi elektron-denzni proteinova vrstva — exospora
e Vnitini chitinova vrstva — endospora
e Ttivrstevna plazmatickd membrana uzavirajici cytoplasmu a organely
Vzhledem k obligatnimu intracelularnimu zptisobu zivota a velmi nizké
motilité vytvorily mikrosporidie unikéatni zpiisob Sifeni mezi a v hostiteli. Kli¢eni
spory probihd pomoci vychlipitelné pédlové trubice, pomoci niz je sporoplazma

pfenasena do cytoplazmy hostitelské bunky na vzdalenost az stovek pm. Pélova
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trubice ma pramér priblizné¢ 0,1-0,2 pm a ve spore vytvaii 4-30 zavitd okolo
sporoplazmy. Infekce hostitelské bunky je zalozena na vzriistini osmotického a
hydrostatického tlaku béhem germinace, pii kterém dochdzi ke Stépeni molekul
disacharidu trehal6zy na dvé molekuly glukézy v posteriorni vakuole a postupné
oxidaci dlouhych fetézcli mastnych kyselin, zvétSovani vakuoly a prasknuti spory
v nejtencim misté na apikalnim vrcholu. V dasledku toho dochazi k vystreleni polové
trubice prasklinou, ktera pronika plazmatickou membranou hostitelské buiky a
obsah spory zvany sporoplazma je injikovan do cytoplazmy hostitelské¢ bunky
(Keohane et Weiss 1999, Larsson 1999, Undeen et Van der Meer 1999, Vavra et
Lukes 2013)

V hostitelské bunice dochédzi za vhodnych podminek ke vzniku merontu, ktery
se po obdobi rlstu a jaderném Stépeni d€li na dcefiné buiky zvané merozoity, se
kterymi jsou morfologicky identické. Tento proces miize probihat v pfimém kontaktu
s hostitelskou cytoplazmou (napt. Nosema spp., Enterocytozoon  spp.),
nukleoplasmou (napt. Nucleospora spp., Enterospora spp.), v parazitoforni vakuole
(napt. Encephalitozoon spp.), ¢i v endoplazmatickém retikulu hostitelské buiiky

(napt. Endoreticulatus spp.) (Cali et Takvorian 2014, Vavra et Larsson 2014).

Nasleduje proces, kdy se merozoity méni ve sporonty. Tento proces lze
rozeznat formovanim elektro-denzni vrstvy na povrchu bunék. Béhem sporogonie,
ktera mutize probihat v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské bunky, nebo
uvnitf pouzdra, které je parazitarniho plvodu, vznikaji jednim nebo nékolika
bindrnimi mnoZenimi sporoblasty. Béhem zrani dochazi ke zmenSeni velikosti,
zahust'uje se jejich cytoplazma a vznikaji organely typické pro spory-polova trubice,
kotvici disk a vakuola. Cely zivotni cyklus je zakoncen diferenciaci zralych spor

(Cali et Takvorian 2014, Vavra et Larsson 2014).
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Obrazek 1: Mikrosporidie — spora (Keeling et Fast 2002, upraveno)
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2.4. Mikrosporidioza a klinické priznaky
Mikrosporidie infikuji zivo¢ichy prakticky vSech kmentl, zejména jsou pak
pfitomny u ryb a hmyzu. Zajem o tyto organizmy vzrostl béhem poslednich dvaceti
let poté, kdy zacaly byt spojovany jako plvodce pretrvavajicich prijmi a
systémovych onemocnéni u osob s AIDS (Desportes et al. 1985). Z témer 1300
druhtt kmene Microsporidia bylo 15 druha hlasenych jako ptivodce lidskych nakaz
(Didier et Khan 2014).

Veétsina mikrosporidii infikuje zaZivaci trakt hostitele, byly vSak zaznamenéany
infekce témeét vSech organti a mikrosporidie jsou schopny se §ifit celym organizmem
(Weber et Bryan 1994). Poprvé byly mikrosporidie detekovany ve tkdnich savcl
pred témet 100 lety a v roce 1959 Matsubayashi et al. (1959) popsali infekci u ditéte
spojenou s encefalitidou. U laboratorn¢ infikovanych imunokompetentnich savct
byly pozorovany multifokdlni granulomatézni a nekrotické 1éze, které se nejcastéji
vyskytovaly v ledvinach, jatrech, sleziné a mozku (van Dellen et al. 1989, Shadduck
et Orenstein 1993).

Oportunni  mikrosporidiova infekce spojena sprijmy a systémovym
onemocnénim se dostala do centra zajmu v oblasti lidské mediciny s nastupem AIDS
pandemie v poloviné 80. let minulého stoleti. ZvySeny zijem a vylepSené
diagnostické metody vedly k rozpoznavani mikrosporidii u §irSi populace lidi véetné
deéti, pfijemct organtli, cestovatell, starSich jedinci a osob s vysokou expozici ke

zvitatim, kontaminované vodé a ptidé (Didier et Khan 2014).

Klinické ptiznaky a pribéh infekce mikrosporididzy zavisi na imunitnim stavu

hostitele a druhu a genotypu parazita. U imunokompetentnich jedincti byvaji infekce
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zpravidla asymptomatické. Mikrosporidie vSak byly detekovany u tady
imunokompetentnich jedinci a vysokd prevalence byla pozorovana zejména u
diabetikii, teéhotnych zen, pracovnikli na jatkach, cestovateld, seniort, déti a
homosexualt (del Aguila et al. 2001, Enriquez et al. 1998, van Gool et al. 1997,
Lopez-Velez et al. 1999, Lores et al. 2002, Miiller et al. 2001).

Mikrosporidiéza imunodeficitnich pacienti s AIDS byvd nejcastéji
provazena prijmovym onemocnénim a malabsorpci zivin, vyjimkou vSak nebyva ani
hepatitida, peritonitida, keratokonjunktivitida, sinusitida, bronchitida, pneumonie,
cystitida, nefritida, myositida a encefalitida (Franzen et Miiller 2001, Miiller et al.

2001).

Druhy rodu Encephalitozoon infikuji u savci nékolik typt bun€k vcetné
epitelidlnich a endotelidlnich bunck, fibroblastl, makrofagl a astrocyti. U AIDS
pacientil, pfijemct organti a kostni dfen¢ se nejcastéji vyskytuji prijmy, pneumonie,
hepatitida, cholangitida, peritonitida a nefritida. U imunokompetentnich hostitelil
byla prokdazana moznost reaktivace latentni mikrosporidiozy (Kotkova et al. 2013,

Wasson et Peper 2000).

Tti druhy rodu Encephalitozoon infikujici savce maji schopnost diseminace,
jez zpusobuje klinické syndromy, lisi se vSak v rozSifeni parazita v organizmu
hostitele. Encephalitozoon cuniculi byva detekovan ve vSech organech, avSak
v gastrointestinalnim traktu byva nachazen sporadicky. Primarni mista infekce u FE.
hellem byvaji ptedevsim ocni rohovka a spojivka, mocovy trakt a dychaci ustroji.
Encephalitozoon intestinalis napada nejCastéji gastrointestinalni trakt a Zlu€ovody a
je schopen diseminovat do ledvin, o¢i, nosnich dutin a dychaciho traktu (Franzen

2008).

2.5. Encephalitozoon spp.

Rod Encephalitozoon ma izolované jadro ve vSech vyvojovych stadiich. Vyvoj
probiha v parazitoforni vakuole, u které se predpoklada, ze se na jejim vzniku podili
hostitelska buitka (Bohne et al. 2011). Spory dosahuji velikosti 2,5 x 1,5 um
(Bigliardi et al. 1996). Druhy rodu Encephalitozoon jsou hojné¢ vyuzivany
k laboratornim pokusiim pfedev§im z diivodu velmi snadné kultivace v bunéénych

kulturach.
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Rod Encephalitozoon zahrnuje Ctyti druhy, pticemz tii druhy, E. cuniculi, E.
hellem a E. intestinalis jsou schopny infikovat savce. Tyto tfi druhy jsou
morfologicky totozné a pouze E. intestinalis mize byt odlisSeno od pfedchozich dvou
druhti ptitomnosti volného intravakuolarniho materidlu mezi parazitickymi bunikami
(Cali et al. 1996). Ctvrty druh, E. romaleae infikuje kobylky (Wright et Craighead
1922).

2.5.1. Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi je nejlépe prozkoumanym druhem savcich
mikrosporidii a poprvé byl identifikovan a popsan v mozku, miSe a ledvinach kraliki
s paralyzou pohybu (Levaditi et al. 1923, Wright et Craighead 1922). Od t¢ doby byl
dale identifikovan v Sirokém spektru savci zahrnujicim hlodavce, masozravce,
piezvykavce a primaty. U rtiznych druhti savct, véetné ¢loveka, zplisobuje latentni a
chronické infekce (Canning et al. 1986, Didier et al. 2000, Shadduck 1971). Jedna se
o prvni druh sav¢ich mikrosporidii, ktery byl izolovan jako kontaminant bunéénych

kultur a je Gspésné dlouhodobé kultivovan (Shadduck 1969).

Na zéklad¢ poctu opakovani GTTT koédovanych v ramcei ITS jsou rozliSovany
4 genotypy: genotyp I (krali¢i kmen), genotyp II (mysi kmen), genotyp III (psi kmen)
a genotyp IV (lidsky kmen), ktery byl popsédn u pacienta po transplantaci ledvin
(Didier et al. 1995, Talabani et al. 2010). Prvni tfi genotypy byly nalezeny u lidi a
zvifat, coz naznacuje jejich zoonoticky a/nebo antroponoticky potencial (Didier et al.

2000, Mathis et al. 1996, 2005, Sokolova et al. 2011).

2.6. Mechanizmy prenosu infekce

Mikrosporidie se vyskytuji po celém svété a jeden z nejcastéjSich zptsobu
pifenosu do vné¢jsitho prostiedi je prostfednictvim vykali a moci infikovanych
jedinc. Minimalni infekéni davka je stidle neznama a pravdépodobné se 1isi mezi
jednotlivymi druhy a genotypy mikrosporidii (Didier et Weiss 2011). Na zpisobu
pienosu zavisi pocatecni misto infekce, nejcastéji proto byvaji infikovany bunky
dychaciho a gastrointestindlniho tstroji. Nejvice infekci je zplisobeno fekalné
ordlnim pienosem spor z infikovanych lidi a zvifat kontaminovanou potravou a
vodou. K pfenosu infekce vSak miize dojit pfes poranénou kuzi, ocni léze, ¢i
pohlavnim stykem (Didier et Weiss 2011). Transplacentalni pfenos nebyl u lidi zatim

zaznamenan, avSak byl prokdzdn u primatid a velkého mnozstvi ostatnich savci
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(Fayer et Santin-Duran 2014, Kotkova et al. 2018). Intenzita vylucovani spor
infikovanym jedincem je zna¢né promeénliva. Napiiklad u asymptomatického ditéte
infikovaného E. bieneusi dosahovaly hodnoty 1,2x10° spor na gram stolice
(Mungthin et al. 2005). U imunodeficitniho pacienta s AIDS infikovaného E.
bieneusi prokézali Goodgame et al. (1999), ze se mnozstvi spor na mililitr vodnaté
stolice pohybovalo v rozmezi 4,5x10% az 4,4x108. Mnozstvi vylu¢ovanych spor tedy
zavisi na druhu, ¢i genotypu patogenu stejné tak jako na véku a zdravotnim stavu
infikovaného jedince (Fayer et Santin-Duran 2014). Mikrosporidie patii mezi
nejefektivnéj$i a nejvice vyvinuté parazity a u savci jsou charakteristické
vyvazenym vztahem mezi hostitelem a parazitem tim zplUsobem, ze u
imunokompetentnich jedincti vytvaii minimaln€ klinicky zjevnd onemocnéni (Didier

et al. 2000, Shadduck et Orenstein 1993, Vavra et Lukes 2013).

Mikrosporidie infikujici ¢lovéka byly nalezeny ve vodnich zdrojich, divokych,
domacich a hospodaiskych zvitatech, coz vyvolava obavy z pienosu vodou, potravou

a pomoci zvitat (Didier 2005).
2.6.1. Pienos vodou

Diky své struktufe a stavbé jsou spory mikrosporidii schopny dlouhodobé
ptezivat v nepfiznivych podminkéch a pfenos vodou patii mezi nejcastéjsi zpusoby
prenosu. Studie prokazaly schopnost spor piezivat ve slané 1 sladké vod¢. Koudela et
al. (1999) popsali schopnost spor E. cuniculi neztracet infek¢nost po tom, co byly
dva roky uchovavany ve vod¢ za teploty 4 °C, ¢i byly zamrazeny pfi -24 °C na 24
hodin. V dalsi studii byla popsana infekce-schopnost u spor E. intestinalis a E
hellem, které byly po nekolik mésicti uchovavany ve vod¢ pii teplotach od 10 do
30 °C (Didier et al. 2004). Mezi mozny zpusob nékazy patii poziti kontaminované
vody, nicméné neni vylouceno propuknuti infekce pii rekreaci u vodnich zdroji,
koupani a dalSich ¢innostech, pfi kterych je jedinec vystaven kontaminovanému

zdroji vody (Fayer et Santin-Duran 2014, Hutin et al. 1998).
2.6.2. Prenos potravou

Vyzkumy prokazaly souvislost mikrosporidiozy u AIDS pacienti po
konzumaci nedostate¢né tepelné¢ upraveného masa a moiskych plodi. Spory byly
rovnéz detekovany v Cerstvém ovoci a zeleniné, ovocnych dZusech a pasterovaném

kravském mléce. Recentni studie dokonce prokazaly ptetrvavani infekce schopnych
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spor ve fermentovanych masnych vyrobcich (Didier et al. 2004, Fayer et Santin-

Duran 2014, Kvac et al. 2016, Lee 2008, Sak et al. 2019).

Ptitomnost spor mikrosporidii E. intestinalis byla dokdzéna v zavlazovaci vode
pouzivané v rostlinné produkci a dalsi studie prokazala schopnost pfezivani spor E.
bieneusi, E. intetinalis a E. cuniculi na bobulovitych plodech a listové zelening,
pricemz detekované mnozstvi spor bylo dostacujici k vyvolani infekce (Jedrzejewski

et al. 2007, Thurston-Enriquez et al. 2002).
2.6.3. Dalsi zpiisoby prenosu

Mezi dal§i mozny zplsob pienosu mikrosporidii miize byt fazen pienos
transplacentalni, ktery byl popsan u hlodavcli, masozravcet, koni a opic. U lidi nebyla
moznost prenosu mikrosporidii z matky na potomka prozatim prokézana (Snowden
et al. 1998, Snowden et Shadduck 1999). Zoonoticky ptenos E. cuniculi byl prokézan
u ditéte, které bylo ve styku s infikovanymi Sténaty (Maclnnes et Stewart 1991).
Hutin et al. (1998) uvadé&ji, ze mikrosporidiéoza mize souviset s rizikovymi faktory a
stylem zivota, mezi které se fadi napiiklad nitrozilni uzivani drog, homosexualni
praktiky a nedostatecné hygienické navyky. U imunokompetentnich jedinc byl
zaznamenan pienos spor vdechnutim kontaminovaného aerosolu, déale vSak muze
dochdzet k ptenosu infekce pfes rany, okem, ¢i pohlavnim stykem (Birthistle et al.
1996, Fayer et Santin-Duran 2014, Sharma et al. 2014). Byl rovnéz dokumentovan
mozny pienos infekce u pfijemci organti od infikovaného darce (Hocevar et al.

2014).

2.7. Makrofagy

Infekce hostitelské bunky E. cuniculi je mozna dvéma zplsoby. Prvni je
vystielenim polové trubice a injekce sporoplazmy do cytoplazmy buniky. Druhym
zpisobem je fagocytdza spor makrofagy a nasledna infekce cytoplazmy makrofaga
(Schmidt et Shadduck 1984). Makrofagy patii spoleéné¢ s monocyty mezi bunky,
které¢ odpovidaji na sekretované chemokiny (Fischer et al. 2007). Weidner (1975)
prokazal, ze Zivotni cyklus E. cuniculi, ktery probiha v parazitoforni vakuole uvniti
hostitelské bunky je mozny i v makrofazich, diky nimz se mikrosporidie mohou Sifit
do celého téla a zplsobovat systémové infekce. Piedpoklada se, Zze sekrece
chemokint, které slouzi kindukci imunitniho zanétu, muze vést k migraci

infikovanych bun€k, coz zapticiiiuje pokracovani infekce a diseminaci (Fischer et al.
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2008, Niederkorn et Shadduck 1980). Infikované makrofagy neustile ztraceji
cytoplazmaticky obsah béhem ristu parazitoforni vakuoly, kterd je pravdépodobné
odvozena z membrany fagocytického meéchyiku makrofagu. Preziti je mozné pomoci
zabranéni fuze fagozomu s lysozomem, kdy je diky pfitomnosti parazita blokovéana

lysozomalni aktivita v disledku neptitomnosti kyselé fosfatazy.

Ex vivo a in vivo studie vSak prokdzaly, zZe se makrofagy podili na usmrceni
intracelularnich mikrosporidii. Pfesny mechanizmus je vSak stalé zkouméan a
predpokladd se, Ze ke spusSténi tohoto procesu je potieba vice efektorovych

mechanizmu.

2.8. Zanét a mikrosporidie
Mikrosporidie Casto zptisobuji onemocnéni s nejednoznacnou etiologii a diky
modernim diagnostickym metodam byvaji stale castéji diagnostikovany u

imunokompetentnich jedinct.

Encephalitozoon cuniculi genotyp 1 byl detekovan spolecné s bakterii
Streptococcus intermedius v mozkovém abscesu u 56letého imunokompetentniho
muze, ktery v minulosti prodélal infarkt myokardu a rovnéz u néj byl diagnostikovan
diabetes mellitus 2. typu. Klinické pfiznaky pozorované u tohoto muze byly
hemiparéza a epilepsie. Spory E. cuniculi byly u pacienta detekovany v aspiratu
z abscesu, stolici a moci. Po cilené 1écbé proti mikrosporidiim doSlo k odeznéni
klinickych pfiznakti a detekce parazita ve sledovanych vzorcich byla negativni

(Ditrich et al. 2011).

U pacientli s endoprotézou kycelniho kloubu je periprotetickd osteolyza jednou
z nejcastejSich komplikaci po primarni artroplastice zpusobujici néaslednou ztratu
pevnosti implantatu, kterd vede k revizi artroplastiky. Ta mtze byt mechanického,
alergického ¢i infekéniho ptvodu, coz zapfticinuje opotiebeni materidlu a degradaci
kostni tkané€. Jednou z moznych pficin revize kycelnich kloubli jsou mikrosporidie,
které migruji béhem zanétlivého procesu na periprotetickou tkan. Spory a DNA E.
cuniculi genotyp II byly detekovany u 18,9 % pacientl a pfedpoklada se, Ze by se
mikrosporidie mohly podilet na destrukci tkan¢ v okoli kloubni nahrady a naslednou
osteopordzu. Zadny ze sledovanych pacientd vsak nejevil Z7adné znamky

mikrosporidiézy, jako je naptiklad prijem ¢i horecka (Kicia et al. 2018a).
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2.9. Freundovo adjuvans

Freundovo adjuvans je roztok antigeni emulgovanych v mineralnim oleji.
Nekompletni Freundovo adjuvans (Incomplete Freund’s adjuvant) obsahuje 85 %
parafinového oleje a 15 % manid monooledtu, kompletni Freundovo adjuvans
(Complete Freund’s adjuvant) obsahuje navic jest€¢ inaktivované a vysusSené
mykobakterie Mycobacterium tuberculosis. Nekompletni Freundovo adjuvans
indukuje piedev§im Th2 imunitni odpovéd’ prostfednictvim vytvoieni loziska v misté
vpichu a stimulaci protilatek produkujicich plazmatickych bunék. Freundovo
adjuvans muaze byt vyuzito k vytvofeni vodno-olejnaté emulze imunogeni. V této
emulzi stimuluji antigeny vysoké a dlouhotrvajici protilatkové odpovéedi, coz muize
byt zplisobeno pomalym uvoliiovdnim antigent. Diive bylo Freundovo adjuvans
pouzivano v medicin€, avSak kvili vedlejsim G¢inkiim, mezi které miizeme zaradit

napiiklad zanétlivé reakce, bylo od jeho uzivani upusténo (Alving 2002).
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3. Cile prace

1) Zpracovat literarni reSersi o tématu.

2) Popsat pribe¢h migrace infekce E. cuniculi do loziska zanétu u
imunokompetentnich a imunodeficitnich hostitelti pomoci mikroskopickych a
molekularnich metod.

3) Posoudit roli makrofagi v migraci infekce E. cuniculi do loziska zanétu.

4) Vyvodit zavéry ze ziskanych dat v souvislosti s epidemiologii

mikrosporidioz.
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4. Material a metodika

4.1. Paraziti

K pokustiim byly pouzity spory Encephalitozoon cuniculi kmene EC2, které
byly ptivodné izolovany Koudelou a spol. z dexamethazonem imunosuprimované
mysi (1994). Mikrosporidie byly kultivovany v bunikach opicich ledvin Vero 6 pfi
teploté 37 °C v kultivaénim médiu RPMI-1640 Hepesmodification (Hepes 25mM,
Biotech, Praha, Ceska republika) s pfidavkem 2,5% bovinniho fetalniho séra (Bofes,
Biotech), smési antibiotik a antimykotik (100 UI penicilinu, 10 pg streptomycinu,
0,25 pg amfotericinu B/ml média; Sigma-Aldrich, Str. Louis, MO, USA), 1%
neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich) a gentamycinu (30 pg/ml RPMI; Lek
Pharmaceuticals d.d., Ljubliana, Slovinsko). Adherované infikované bunky byly
uvolnény pomoci sklenéné tyCinky a pfemistény do deionizované vody, ve které
doslo k jejich plazmolyze. Naslednou centrifugaci (20 minut pfi 1370 g) byl ziskan
sediment obsahujici spory, ktery byl uchovan v pufrovaném fosfatovém pufru (PBS)
obsahujicim smés antibiotik a antimykotik (100 UI penicilin, 10 pg/ml streptomycin,
0,25/ml pg amphotericin) pii 4 °C. Pro pokusy byly spory ¢istény na Percollovém
gradientu (Sigma-Aldrich) (1 dil Percollu:1 dil suspenze bun¢k v PBS, centrifugovat
30 minut pii 1100 g) a jejich mnozstvi bylo stanoveno pocitanim v Biirkerové

komurece.

4.2. Pokusna zvirata

K pokusiim byly pouzity inbredni 7tydenni samice imunokompetentniho
kmene BALB/c a samice stézkou kombinovanou imunodeficienci (Severe
Combined immunodeficient — SCID) (oba kmeny Charles River Laboratories,
Wilmington, MA, USA) a inbredni 7tydenni samice kmene B6.129S4-Ccr2™!%/J
s defektnim migraénim faktorem makrofagh (Macrophage Migration Factor
KnockOut mice -MMF KO, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Mysi
byly chovany za standardnich podminek za konstantni teploty 22-23 °C a 60—65%
relativni vlhkosti vzduchu ve sterilnim prostfedi v IVC jednotce (Touch SlimPlus-
Blue Line, Tecniplast, Buguggiate, Italie) sHEPA filtry ve zvéfinci
Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

v Ceskych Budgjovicich (PaU BC AV CR, v. v. i.), krmeny sterilni komer&ni smési
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(Altromin 1314 IRR, Altromin Spezielfutter GmbH & Co. KG, Lage, Némecko) a

napajeny sterilni vodou ad libitum.

4.3. Infekce mysSi
BALB/c, SCID a MMF KO mysi byly peroralné infikovany pomoci jicnové
sondy davkou 107 spor E. cuniculi genotyp II ve 200 pl sterilni vody / zvite.
Infikované mysi byly chovany ve sterilnim prostfedi v izolatorech s HEPA filtry

(BEM, Znojmo, Ceska republika).

4.4. Design pokusii

K pokustim bylo pouzito 104 BALB/c mysi, 42 MMF KO mysi a 24 SCID
mysi. Imunokompetentni BALB/c mysi byly rozdéleny do 4 skupin, imunodeficitni
SCID a MMF KO mysi byly rozd€leny do 2 skupin. Pfehled skupin pokusnych zvitat
je uveden v tabulce 1. V tydennich intervalech byla usmrcovéna 3 zvitata z kazdé
skupiny a byly ziskany vzorky jater a svaloviny z pravého a levého stehenniho svalu.
7 kazdé skupiny byli navic vybrani 3 jedinci, kterym byl po celou dobu pokusu
jednou denné odebiran vzorek trusu, pficemz tyto mysi byly usmrceny jako posledni

ze skupiny.

Tabulka 1: Design pokusi: minimalni pocty zvitfat pouzitych béhem experimenti

islo Celkovy Dny po infekei
Skupina skupiny pocet 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 8491 98
zvifat  (poéet usmrcenych mysi v dany den po infekci)

%BALB/C 1 30 3|3 3 3|3 3 3 3 3 3
a
% BALB/c chronicka faze 2 21 3 I 3 3 3 |3 3 3
c
§ MMF KO 3 21 33 3 3 I 3 3 3
c
2 SCID 4 12 33 3 3
'QE.BALBIC 5 30 3|3 3 3|3 3 3 3 3 3
a
2 BALBJ/c chronicka faze 6 21 3 I 3 3 3 |3 3 3
(]
‘O
& MMF KO 7 21 33 3 3 I 3 3 3
2
& SCID 8 12 303 3 3

a peroralni infekce 107 E. cuniculi genotyp IT ve 200 ul dH>O a intramuskularni injekce PBS;
b peroralni infekce 107 E. cuniculi genotyp II ve 200 pl dH>O a intramuskularni injekce
Freundova adjuvans incomplete; ¢ervené pole — intramuskularni injekce vSech zvifat ve
skupin¢ do pravého stehenniho svalu; modré pole — intramuskularni injekce vSech zvifat ve
skupin¢ do levého stehenniho svalu; MMF KO — mysi s nefunkénim migra¢nim faktorem
makrofagli; SCID — my$i stéZkou kombinovanou imunodeficienci; BALB/c -
imunokompetentni mysi
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Kontrolni skupiny:

1: BALB/c mysi: Sedmy den po infekci byly mysi intramuskularné injikovany 50 pl
sterilniho PBS do pravého stehenniho svalu. Do levého stehenniho svalu bylo mySim
injikovano sterilni PBS 28. den po infekci (DPI).

2: BALB/c mysi v chronické f4zi infekce: MySi byly intramuskularné injikovany

50 pl sterilniho PBS do pravého stehenniho svalu v chronické fazi infekce 56. DPI.
Do levého stehenniho svalu bylo mySim injikovano sterilni PBS 77. DPI.

3._MMF KO mysi: Sedmy den po infekci byly mysi intramuskularné injikovany

50 pl sterilniho PBS do pravého stehenniho svalu. Do levého stehenniho svalu bylo
myS$im injikovéno sterilni PBS 28. DPL.

4: kontrolni skupina SCID mysi: Sedmy den po infekci byly mysi intramuskularné

injikovany 50 pl sterilniho PBS do pravého stehenniho svalu.

Pokusné skupiny:

5. BALB/c mysi: Sedmy den po infekci byly mysi intramuskuldrné injikovany 50 pl
Freundova adjuvans incomplete do pravého stehenniho svalu. Do levého stehenniho
svalu bylo mysim Freundova adjuvans incomplete injikovano 28. DPL

6. BALB/c mysi v chronické fazi infekce: Mysi byly intramuskularné injikovany

50 pl Freundova adjuvans incomplete do pravého stehenniho svalu v chronické fazi
infekce 56. DPI. Do levého stehenniho svalu bylo mySim Freundova adjuvans
incomplete injikovano 77. DPL

7. MMF KO mysi: Sedmy den po infekci byly mysi intramuskuldrné injikovany

50 ul Freundova adjuvans incomplete do pravého stehenniho svalu. Do levého
stehenniho svalu bylo my$im Freundova adjuvans incomplete injikovano 28. DPI.
8. SCID mysi: Sedmy den po infekci byly mysi intramuskularné injikovany 50 ul

Freundova adjuvans incomplete do pravého stehenniho svalu.

4.5. Odbér vzorki trusu
Vybranym mys$im z kazdé sledované skupiny byl individudln€ po dobu pokusu
jedenkrat denné odebiran trus. Vzorky byly zvdzeny a uchovéavany v oznacenych

sterilnich 1,5 ml mikrozkumavkach pii teplote -20 °C.

4.6. Odbér vzorki organi a tkani
Z kazdé skupiny zvifat byly v tydennich intervalech usmrcovany 3 mysi

pomoci cervikdlni dislokace. Nésledné byly jednotlivym mySim odebrany vzorky
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pravého a levého stehenniho svalu a jater. Kazdy organ byl odebran za pomoci jedné
sady sterilnich nastroji, aby bylo zabranéno kontaminaci vzorki. Nastroje byly
sterilizovany autokldvovanim pii 125 °C a poté UV svétlem o vinové délce 254 nm
(Uvilink CL 508, UVITEC, Cambridge, Velka Britanie). Cast kazdého organu byla
fixovana 4% formaldehydem a nésledné¢ pouzita pro ptipravu histologickych

preparatl. Dalsi ¢ast vzorku tkané byla pouZita pro izolaci DNA.

4.7. Priprava histologickych preparatia

Vzorky odebranych tkani fixovanych ve 4% formaldehydu byly odvodnény ve
vzestupné alkoholové rad¢. Alkohol ve tkdnich byl po odvodnéni nahrazen xylenem
a po nasyceni byl materidl pienesen do tekutého parafinu. Vzorky byly nakonec
zality do prefiltrovaného parafinu a byly zhotoveny blocky. Na mikrotomu byly
z blo¢kli nakrajeny histologické fezy o tlouStce 4—6 um a fezy byly pfeneseny na
podlozni skli¢ka. Rezy byly pied barvenim odparafinovany v xylenu a sestupnou
alkoholovou fadou pifevedeny do vody. Pfipravené histologické preparaty byly
barveny pomoci hematoxylin-eosinu a modifikaci Grammova barveni (Brown et

Brenn 1931), zality do kanadského balzamu a prohlizeny svételnym mikroskopem.

4.8. Barveni podle Brown-Brenna (modifikace Grammova
barveni)

Po dobu 1 minuty byl na odparafinované fezy nanesen 1 ml 1% vodného
roztoku krystalické violeti a 50 pl 5% vodného roztoku hydrogenuhlic¢itanu sodného.
Sklicka byla oplachnuta vodou, ponofena do Grammova roztoku jodu (0,33% roztok
jodu, 0,66% roztok jodidu draselné¢ho ve vod¢€) na 1 minutu a opét oplachnuta vodou.
Nasledné¢ byla odbarvena v roztoku aceton-etheru 1:1, dokud nebyla vymyta modra
barva. Vzorky byly poté 1 minutu dobarvovany pomoci 0,00025% vodného roztoku
bazického fuchsinu a opét oplachnuty vodou. Podlozni sklicka byla ponofena do
0,1% roztoku kyseliny pikrové v acetonu dokud nebyla odbarvena do Zlutavé rizova.
Nasledovalo oplachnuti v acetonu a ve smési aceton-xylen 1:1. Rezy byly projasnény
oplachem ve tfech laznich xylenu. Obarvené vzorky tkani byly zality kanadskym

balzdmem a prekryty krycim sklickem.

Vzorky byly prohlizeny svételnym mikroskopem pod olejovou imerzi pii
zvétSeni 1000%. Spory mikrosporidii se barvi tmavofialové, grampozitivni bakterie
modre, gramnegativni bakterie Cervené, jadra bunck Cervené a ostatni tkanové

komponenty zluté.
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4.9. Barveni hematoxylin-eosinem
Po dobu 10 minut byly odparafinované fezy ponofeny do hematoxylinu (0,1 %
roztok hematoxylinu, 5% roztok siranu hlinito-amonného, 0,02% roztok jodi¢nanu
ve 4% vodném roztoku kyseliny octové). Nasledné¢ byly 10 minut oplachovany od
tekouci vodou. Poté byly vzorky dobarvovany 5 minut v eosinu (0,2% roztok eosinu
ve 4% vodném roztoku kyseliny octové), oplachnuty vodou a odvodnény pomoci
vzestupné alkoholové fady a xylenu. Vzorky tkéani byly zality kanadskym balzdmem

a prekryty krycim sklickem.

Vzorky byly prohlizeny svételnym mikroskopem pod olejovou imerzi pfti
zvétSeni 1000%. Hematoxylin barvi jadra bun€k a cytoplazmu modie a eosin

mezibunéénou hmotu Cervené.

4.10. I1zolace DNA z trusu

Ze vzorku trusu byla pomoci komerén¢ dodévaného kitu GeneAll® ExgeneTM
Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea) extrahovana

celkova genomova DNA.

Do 1,5 ml mikrozkumavky Safe-Lock Tube se vzorkem trusu bylo ptidano 0,5
ml sklenénych kuli¢ek (0,5 mm) a 4 zirkonové kulicky (2 mm) a napipetovan 1 ml
FL pufru. Vzorky byly zvortexovany a nasledné¢ homogenizovany v beadbeateru (MP
Fast Prep®-24 Instrument, Santa Ana, CA, USA) po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5
m/s. Po homogenizaci byl vzorek ponechan inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu
5 minut a nasledné centrifugovan 5 minut pii 14 000 g. Veskery supernatant byl
piepipetovan na mikrozkumavku opatienou EzPass kolonou a centrifugovan 1
minutu pii 14 000 g. Ze sbérné Casti EzPass mikrozkumavky byl vylit odpad, na
kolonu bylo napipetovano 100 pl EB pufru, ktery byl ponechdn inkubovat pfi
laboratorni teploté 1 minutu a poté byla mikrozkumavka EzPass centrifugovana 1
minutu pii 14 000 g. Kolona byla vyhozena a do sbérné mikrozkumavky bylo
napipetovano 500 pl PB pufru. Smés byla promichéna pipetovanim, pienesena na
Type G mini spin kolonu a centrifugovana 1 minutu pfi 14 000 g. Ze sbérné
mikrozkumavky byl vylit obsah, na stfed kolony bylo napipetovano 500 ul NW
pufru a mikrozkumavka byla centrifugovdna 1 minutu pfi 14 000 g. Obsah sbérné
mikrozkumavky byl vylit a opét prob¢hla centrifugace 1 minutu pii 14 000 g. Kolona
byla pfenesena na Cistou 1,5 ml mikrozkumavku a bylo na ni napipetovano 200 pl
EB pufru. Po Iminutové inkubaci pfi laboratorni teploté¢ byla mikrozkumavka
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s kolonou centrifugovana 1 minutu pii 14 000 g. Ziskand DNA byla uchovavana pfi

teplote -20 °C

4.11. Izolace DNA z tkani
Izolace DNA ztkani byla provedena pomoci komeréné¢ dodavaného kitu

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Némecko).

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo nastfihdno 200 mg tkané, byly pfidany
sklenéné kulicky (0,5 mm) a 4 zirkonové kulicky (2 mm) a pfipipetovano 180 ul
ATL pufru. Vzorky byly homogenizovany v beadbeateru (MP Fast Prep®-24
Instrument) po dobu 1 minuty pifi rychlosti 5,5 m/s. Mikrozkumavky byly
centrifugovany 10 sekund a ke vzorkiim bylo pfipipetovano 20 ul proteindzy K a
nasledn¢ probihala za pravidelného michani inkubace v termobloku pii 56 °C po
dobu 1 hodiny. Vzorky byly centrifugovany 10 sekund, poté bylo piipipetovano 200
ul AL pufru a obsah byl zvortexovan. Nasledné¢ bylo pfipipetovano 200 ul 96%
EtOH a vzorky byly zvortexovany a centrifugovany po dobu 45 s. Supernatant byl
pfenesen na Mini spin kolonu a mikrozkumavky byly centrifugovany 3 minuty pii
14 000 g. Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit, na kolonu bylo napipetovano 500 pl
AWI1 pufru a zkumavky byly centrifugovany 1 minutu pii 14 000 g. Odpad ze sbérné
zkumavky byl vylit, na kolonu bylo napipetovano 500 ul AW2 pufru a
mikrozkumavky byly centrifugovany 1 minutu pii 14 000 g. Sbérné zkumavky byly
nahrazeny novymi 1,5 ml mikrozkumavkami a na kolonu bylo napipetovano 200 ul
AE pufru. Po Iminutové inkubaci pfi laboratorni teplot¢ byly mikrozkumavky
centrifugovany 1 minutu pii 8 000 g. Ziskana DNA byla skladovana pfi teploté -20
°C.

4.12. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Celkovy objem reakéni smési pro kazdou reakci byl 20 pl u primarni a
sekundarni PCR (Tabulka 2). Pomoci nested PCR byla provedena amplifikace 3’
konce genu malé ribozomalni podjednotky, celé sekvence ITS a 5" konce genu velké
ribozomalni podjednotky (cca 320 bp, Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996) (Tabulka
3). Kazdé reakce zahrnovala pozitivni a negativni kontrolu. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA E. cuniculi genotyp IIl (GenBank KJ577583) vyizolovana z
tkanové kultury Vero E6, kterd je dlouhodobé kultivovana in vitro v Laboratofi

veterinarni a medicinské protistologie BC AV CR.

26



Amplifikacni program se sestaval z krokli zahrnujicich pocate¢ni denaturaci pfi
94 °C po dobu 3 minut, 35 cyklu skladajicich se z denaturace pti 94 °C po dobu 45 s,
specifické nasedaci teploty primeri pti 58 °C pro primarni a 55 °C pro sekundarni
reakci po dobu 45 s, extenze pii 60 °C po dobu 60 s a zavérecného dosyntetizovani

fetézce pii 72 °C po dobu 10 min.

Tabulka 2: Reakcni smés pro nested PCR (1 reakce)

reagencie mnoZzstvi
LE L3 Taq DNA polymeraza 1U

E E g é dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 250 uM kazdy
2’ E ”55 reakéni pufr (s 1,5 mM MgCly) Ix
deionizovana H>O (Top-Bio, Ceska republika) 17,0 pl
forward primer (10 pM, Generi Biotech, Ceské republika) 0,5 ul
reverse primer (10 M, Generi Biotech, Ceska republika) 0,5 ul
DNA 2,0 ul
celkovy objem 20,0 nl

Tabulka 3: Nukleotidové sekvence specifickych primert Encephalitozoon spp.

(Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996)

Priméarni primery
INTS80F 5'- TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’
INT580R 5'-TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG -3’

Sekundarni primery
MSP-3 5'- GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G) (C,T)TAT - 3’
MSP-4A 5'-CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT - 3’

4.13. Gelova elektroforéza
Délka DNA fragmentl byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy za pouziti
1% agar6zového gelu, ktery obsahoval 0,00002 % ethidium-bromidu.
Postup:
Agardza (Biotech) byla smichdna s 1x TAE pufrem (24,2% vodny roztok Tris
baze, 5,7% vodny roztok ledové kyseliny octové, 10% vodny roztok 0,5 M EDTA,

pH 8,00) a zahfivana v Erlenmeyerové bance v mikrovinné troubé do uplného
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rozpu$téni gelu. Erlenmeyerova banka se vzniklym roztokem byla nasledné
ochlazena pod tekouci studenou vodou. Do banky byl pfidan roztok ethidium
bromidu. Agardézovy gel byl nalit do nosiCe, byly vlozeny hiebeny a gel byl
ponechén ztuhnout. Ztuhly gel byl vloZen do elektroforetické vany s 1% TAE pufrem
tak, aby starty lezely u zadporné elektrody a byl z n€j vyjmut hieben. Do prvni jamky
v gelu bylo napipetovano 10 pul 100 bp DNA Ladderu (O’Gene Ruler™, Biogen,
Londyn, Velkd Britanie) a do zbylych jamek 20 pl sekundarniho PCR produktu.
Elektroforéza probihala pti 90 V (EC300XL, Thermo Scientific, Waltham, MA,

USA) nez doslo k separaci vSech fragmenti.

4.14. Kvantitativni real time PCR (qRT PCR)

Pro stanoveni poctu spor E. cuniculi v ziskanych vzorcich tkani ¢i organt u
sledovanych skupin mysi byla pouzita kvantifikace pomoci real time PCR za pouziti
specifickych primert amplifikujicich ¢ast genu kédujiciho malou podjednotku rRNA
Encephalitozoon spp. a specifické TagMan proby (268 bp; Wolk et al. 2002). Jako
gen s konstantni expresi (housekeeping gene, HKG) byl pouzit gen pro B-aktin mysi
(137 bp; Dai et al. 2009) (Tabulka 4).

Mnozstvi reagencii pro reakéni smés je uvedeno v tabulce 5. Amplifikace
probihala na pfistroji Light cycler 480 (Roche, Indianapolis, IPA, USA). Monitoring
a vysledky reakce byly provedeny pomoci programu Light cycler 480 Software
Release 1.5.0 SP4 (Roche).

Pouzitd kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci vyizolované DNA ze vzorka,
které obsahovaly zndmy podet spor E. cuniculi genotyp 11 (10° az 10%) v 200 mg
trusu tak, ze ze vzorkii se znamym poctem kopii mySich genomt byla DNA fedéna
desitkovou fadou (Mynéatova 2015).

Amplifika¢ni program pro qRT PCR sestaval z po¢atecni denaturace pii 95 °C
po dobu 3 minut, amplifikace (45 cykll sestavajicich z denaturace pii 95 °C po dobu
45 s, nasedani primert pii teploté 60 °C po dobu 10 s a extenze pii 72 °C po dobu 16
s), zaveérecné extenze pii 55-85 °C trvajici 16 s rychlosti 20 °C/s a chlazeni 40 °C po

dobu 30 s (Wolk et al. 2002).

28



Tabulka 4: Nukleotidové sekvence specifickych primerti a préob:

Encephalitozoon spp. (Wolk et al. 2002)

RT-ENC-F 5'- GTC CGT TAT GCC CTG AGA - 3’

ET-ENC-R 5'- ACA GCA GCC ATGTTACGACT -3’
Probel-ENC_FITC 5'-red 640-TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC

-phosphate-3’
B-aktin (Dai et al. 2009)

B-actinF 5'- AGA GGG AAATCG TGC GTG AC -3’
B-actinR 5'- CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT -3’
B-actin probe 5'- FAM CAC TGC CGC ATC CTC TTC CTC CC BHQI1 - 3’

Tabulka 5: Reak¢ni smés pro RealTime PCR (1 reakce)

reagencie mnozstvi
FastStart Universal Probe Master 2% (Roche, USA) 12,5 ul
deionizovana H>O (Top-Bio, Ceska republika) 5,0 ul
forward primer (10 pM) (Generi Biotech, Ceska republika) 1,0 ul
reverse primer (10 uM) (Generi Biotech, Ceska republika) 1,0 ul
proba (10 pM) (Generi Biotech, Ceska republika) 0,5 ul
DNA 5,0 ul
celkem 25,0 pl

Kazda série qRT PCR zahrnovala negativni kontrolu a vzorky o zndmych
koncentracich B-aktinu (1,5%10%) a Encephalitozoon cuniculi (1,0x10°), které byly
pouzity jako standardy. Vzorky byly testovany v triplikdtech. Pro vypocet
koncentrace spor na 1 g tkdné byla pouzita automaticky odec¢itana hodnota CT
(treshold cycle). Mnozstvi kopii genu kddujiciho malou podjednotku rRNA E.
cuniculi genotyp Il na 1 g testované tkan¢ byl vypocten dle vzorce - (pramérny pocet
kopii B-aktinu na 1 g konkrétni tkané (tabulka 6) x primérnéd naméfend CT hodnota
pro E. cuniculi v testovaném vzorku) / primérna naméfend CT hodnota pro B-aktin

v testovaném vzorku.

Experimentalné stanoveny pocet kopii genu pro [-aktin v jednotlivych
organech mysi byl odvozen na zakladé Sak et al. (2017). Vysledné hodnoty kopii

genti pro B-aktin ve tkanich a jatrech jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Primérny pocet kopii B-aktinu na 1 g tkan¢ jater, stehenniho svalu a

stehenniho svalu s kosti u mysi

organ, tkan primérny pocet kopii 8 aktinu
v 1 g tkané

jatra 3,71x107

sval 4.34x10°

sval s kosti 2,96x10°

Pocet spor mikrosporidii v jednotlivych analyzovanych vzorcich byl
vypocitan ze ziskanych CT hodnot. Mnozstvi spor na 1 g tkané bylo vypocteno na
zaklad¢é znamého poctu kopii genu pro B-aktin v 1 gramu tkané, ¢i organu.

Vysledna kalibra¢ni kiivka pro qRT PCR jako piimka zavislosti CT hodnoty
na poctu spor je uvedena na obrazku 2. Hodnota regresniho koeficientu této piimky

doséahla hodnoty 0,99 (Mynarova 2015).

Obrazek 2: Kalibracni kiivka pro qRT PCR

40

35 4

30 4

25 4 a

Ct hodnota

15

10 T T T T T T

pocet spor (log)

4.15. Statistické vyhodnoceni vysledkii
Pro posouzeni vlivu zanétu v postizenych tkdnich na migraci spor
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi byla srovnana frekvence mnozstvi spor
v koncetinach u kontrolnich a pokusnych skupin mysi pomoci T-testu. Shodnost
rozptyll testovanych soubort byla ovétena F-testem na hladiné spolehlivosti 0=0,05

a nizsi.



5. Vysledky

5.1. Pritomnost spor E. cuniculi v tkanich BALB/c mysi
v akutni fazi infekce

Z vysledkti uvedenych vtabulce 7 je patrné, ze u pokusné skupiny
imunokompetentnich BALB/c mysi doSlo po indukci zénétu 50 pl Freundova
adjuvans v pravé noze k soustfedéni mikrosporidii v této oblasti, coz je patrné 14. a
28. den po infekci (DPI), kdy hodnoty na 1 gram tkané dosahovaly 7,8x10? a 3,8x10!
spor, nicméné tento rozdil nebyl oproti kontrole statisticky vyznamny. U kontrolni
skupiny BALB/c mysi, ktera byla injikovana odpovidajicim mnozZstvim sterilniho
PBS Ize pozorovat vyskyt spor v obou nohdch, pticemz rozdil v mnozstvi spor na
gram tkan¢ v praveé a levé noze nebyl statisticky vyznamny.

Po sekundarni indukci zanétu v levé noze u pokusné skupiny 28. DPI doslo
k presunu mikrosporidii do loziska zanétu, coz je zejména patrné z vysledkt 42. a 56.
DPI, kdy mnoZstvi spor na 1 gram tkan& dosahovalo hodnot 3,5x10° a 3,2x10!,
oproti pravé noze, kde bylo detekovano 3,0x10? respektive 0 spor na gram tkang.
Nicméné ani tento rozdil nebyl statisticky vyznamny. Vyskyt mikrosporidii byl
potvrzen také histologicky 42. DPI v pravé indukované noze a jatrech (Obrazek 3). U
kontrolni skupiny byl pozorovan trend postupného vymizeni mikrosporidii, které
byly ve tkanich a jatrech detekovany 35. DPI a 42. DPI pouze v jatrech. AZ do konce
experimentu nebyly mikrosporidie ve vybranych tkanich a organech detekovany.

Indukce zanétu nicméné vedla k signifikantné delsimu vyskytu mikrosporidii
v tkanich pokusné skupiny (p<0,05) naznacujici pozitivni korelaci mezi vyskytem

zanétu a pretrvavanim detekovatelné infekce (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Maximalni mnozstvi

spor E.

vybranych organech a tkanich u skupin BALB/c mysi v akutni fazi infekce

cuniculi na 1 gram tkdné¢ ve

Dny po infekci

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
‘E « Levanoha 0 1,6E3 | [ 1,2E3 | |4,9E3 [§| 1,3E1 0 0 0 0 0
S £
E S Pravanoha |4,1E1 [fj 1,6E1]|3,3E3|]6,4E3 [fj 1 4E1l 0 0 0 0 0
S %
4 e Jatra 8,3E3 [N 1,5E4 || 1,2E5| | 1,0E4 | 2,5E3 | | 3,8E3 0 0 0 0
«« o Levanoha 0 0 0 0 0 3,5ES 0 3,2E1[[2,0E1||2,4E1
g =
2 & Pravanoha |4,6E2 [} 7,8E2 0 3,8E1 || 2,0E1 | [ 3,0E2 | | 3,8E0 0 2,3E1|]6,6E0
S
o Jatra 1,8E4 [§| 2,1E3 0 5,1E2 i 3,5E2 | [ 1,6E3 || 1,6E3 || 8,3E1(|2,4E1|[2,9E2

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupin€é do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupiné do levého stehenniho
svalu; zluté pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku

Obrazek 3: Mikroskopické detekce zanétlivé reakce v jatrech barvenych

hematoxylinem-eosinem (A) a spor mikrosporidii ve svalovin€ bavené Grammovym

modifikovanym barvenim podle Brown-Brenna (B) BALB/c mysi 42. DPI; kruh —

lozisko zanétu; Sipky — spory mikrosporidii na histologickych fezech jater

Srovnanim frekvence vyskyti spor mikrosporidii v koncetindch kontrolni a

pokusné skupiny (Obrazek 4) bylo zjisténo, ze zatimco nebyl rozdil mezi Cetnosti

zachytu mikrosporidii v nohach kontrolni skupiny a rovnéz mezi vyskytem
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mikrosporidii v levych nohéch kontrolni a pokusné skupiny, byl signifikantni rozdil
mezi frekvenci detekce mikrosporidii v pravé noze s indukovanym zanétem 7. DPI a
pravou nohou kontrolni skupiny (p<0,05). Navic po sekundarni indukci zanétu v levé
noze 28. DPI doSlo nartstu poctu spor v této noze 42. DPI u dvou ze tii zvifat

v experimentu.

Obrazek 4: Frekvence vyskytu a mnozstvi spor E. cuniculi na 1 gram svaloviny u

skupin BALB/c mysi v akutni fazi infekce
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¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupin€ do levého stehenniho
svalu; barevna pole — pozitivni zdchyt mikrosporidii ve vzorku podle mnoZzstevni skaly

5.2. Pritomnost specifické DNA E. cuniculi v trusu u BALB/c
mySi v akutni fazi infekce

U obou skupin BALB/c mysi vakutni fazi infekce byly mikrosporidie
detekovany od 2. DPI (Obrézek 5). Pii indukci zdnétu Freundovym adjuvans v pravé
noze 7. DPI doslo u dvou zvifat pokusné skupiny k pferuSeni vylu¢ovani spor v trusu
po dobu 15 dnia po sekundarni indukci zénétu byly spory v trusu pfitomny
nepravidelné, zatimco u kontrolni skupiny injikované 7. DPI sterilnim PBS lze
pozorovat piitomnost specifické DNA E. cuniculi v trusu mysi po celou dobu
experimentu. Navic po celou dobu experimentu byla DNA mikrosporidii vyznamné

méng¢ Casto detekovana u pokusné skupiny.
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Obrazek 5: Pribéh vylu¢ovani spor E. cuniculi genotyp 11 u BALB/c mysi v akutni

fazi infekce
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Dny po infekci

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do levého stehenniho
svalu

5.3. Pritomnost spor E. cuniculi v tkanich BALB/c mysi
v chronické fazi infekce

Pfi indukci zanétu v chronické fazi infekce 56. DPI (Tabulka 8) dosSlo u
experimentalni skupiny mysi k reaktivaci infekce a mikrosporidie byly detekovany
v obou nohach nezavisle na misté indukce zanétu, zatimco pfed intramuskularni
injekci Freundova adjuvans nebyla pfitomnost specifické DNA E. cuniculi
prokazana. Navic doslo k znovuobjeveni mikrosporidii v jatrech, i kdyz maximalni
detekované mnozstvi bylo 10x niz8§i nez v pfipad¢ indukce zanétu v akutni fazi

infekce (Tabulka 8).

Ani sekundarni indukce zanétu neméla pfimy vliv na migraci mikrosporidii do
zanétlivého loziska, jako bylo pozorovano v predchozim pokusu v akutni fazi
(Tabulka 8). U kontrolni skupiny imunokompetentnich mysi v chronické fazi infekce
nebyly mikrosporidie detekovany ve vybranych organech a tkanich po celou dobu

infekce.

Z vysledkl je patrné, ze je indukce zanctu schopna vyvolat aktivaci latentni
mikrosporididzy u imunokompetentnich jedincii, kdy doslo k signifikantnimu nérastu

poctu spor u indukované skupiny ve srovnani s kontrolnimi mySmi (p<0,05).
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Tabulka 8: Maximalni mnozstvi spor E. cuniculi na 1 gram tkdn¢ ve vybranych
organech a tkanich u skupin BALB/c mysi v chronické fazi infekce

Dny po infekci

56 63 70 77 84 91 98

= = Leva noha 0 0 0 0 0 0 0
«g E- Prava noha 0 0 0 0 0 0 0
e Jtra 0 0 0 0 0 0 0
w o Levinoha 0 3,3E0||7,2E1||2,3E1 0 0 1,8E1
é g- Prava noha 0 0 3,0E1[]6,3E1 0 9,4E0 | | 2,9E0
£ Jatra 0 5,0E2 | |4,1E2]|6,5E0 0 3,6E0| | 2,8E1

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupin€é do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupin€ do levého stehenniho
svalu; zluté pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku

U imunokompetentnich mySi BALB/c s indukovanym zanétem v chronickeé
fazi infekce bylo pozorovano zvySeni detekce a mnozstvi spor v koncetinach
pokusné skupiny (Obrazek 6) oproti kontrolni skupiné, kde byla vSechna zvitata po
celou dobu experimentu negativni. Nicméné rozdily ve frekvenci zachytu
v indukované a neindukované koncetiné u pokusné skupiny nebyly statisticky

vyznamné na 5% hladin€ vyznamnosti.

Obrazek 6: Frekvence vyskytu a mnozstvi spor E. cuniculi na 1 gram svaloviny u

skupin BALB/c mysi v chronické fazi infekce
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¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupiné do levého stehenniho
svalu; barevna pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku podle mnozZstevni §kaly
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5.4. Pritomnost specifické DNA E. cuniculi v trusu u BALB/c
mySi v chronické fazi infekce
Podobn¢ jako u pokusu provadéného v akutni fazi infekce 1ze pozorovat pokles
vylucovani spor trusem u skupiny s indukovanym zanétem (Obrazku 7). Ackoli az do
55. DPI byla ptitomnost specifické DNA E. cuniculi v trusu prokézana u obou skupin
imunokompetentnich mysi, po indukci zanétu jiz k vyluCovani mikrosporidii trusem

nedochézelo.
U kontrolni skupiny BALB/c mysi je patrné, Ze sledovani jedinci vylucovali

nepravidelné¢ po celou dobu chronické infekce s maximdalni periodou 16 dni

(Obrazek 7).

Obrazek 7: Priubéh vyluCovani spor E. cuniculi genotyp II u BALB/c mysi

v chronické fazi infekce
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Dny po infekci

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupin€é do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvirat ve skupin€ do levého stehenniho
svalu

5.5. Pritomnost spor E. cuniculi v tkanich MMF KO mysi
v akutni fazi infekce

U mysi deficitnich pro migracni faktor makrofagli byly pozorovany podobné
vysledky jako u imunokompetentnich mysi v akutni fazi infekce. Sedmy den po
indukci zanétu (14. DPI) byl E. cuniculi detekovan v pravé noze a jeho mnozstvi na
gram tkané dosahovalo hodnot 7,4x10°% piicemZ soudasné doslo k navyseni
maximalniho poétu spor v jatrech indukovanych zvifat az na hodnotu 1,2x10°
(21. DPI). S postupem casu maximalni mnozstvi spor na gram tkané klesalo
(Tabulka 9). Po sekundéarni indukci zanétu v levé noze byly spory mikrosporidii

detekovany v levé noze na konci pokusu 49. DPI, dosahujici hodnot 1,6x10* spor na

36



1 gram tkdné€, nicméné v porovnani s pravou nohou nebylo mnozstvi mikrosporidii

A4

signifikantné vy$si (2,4x10% spor na 1 gram tkang). I po sekunddrni indukci zanétu

doslo k navySeni maximalnich hodnot spor v jatrech.
U kontrolni skupiny nebyl, podobné jako u BALB/c mysi v akutni fazi infekce,

pozorovan zadny trend a mikrosporidie byly detekovany 14. a 21. DPI v obou

koncetinach a jatrech a nasledné byl vyskyt viceméné ndhodny a sporadicky.

Tabulka 9: Maximalni hodnota spor E. cuniculi na 1 gram tkan¢ ve vybranych

organech a tkanich u skupin MMF KO mysi v akutni fazi infekce

Dny po infekci

7 14 21 28 35 42 49
‘B = Leva noha 0 2,0E2||2,2E2 0 0 0 7,1E1
'S £
£ 2 Pravinoha | 0 [78El|[35E2]|| 0 0 |[46E2|[ O
R
< Jatra 0 2,3E3||3,8E3||4,3E2 [§] 3,8E3 0 1,8E1
«w o Levdanoha 0 0 1,1E2 0 0 0 1,6E4
g .=
2 & Pravinoha 0 7,4E6 | |3,4E1]| |2,6E0 0 0 2,4E3
S X
= Jatra 2,7E2 |f| 6,2E4 | [ 1,2E5 | [ 3,1E3 [§] 6,9E2 [ | 1,9E3 [ | 1,5E4

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvirat ve skupin€ do levého stehenniho
svalu; zluté pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku

Z obrazku 8 je patrné, Ze frekvence zachytu mikrosporidii ve vzorcich
svaloviny kontrolni skupiny je ndhodna a DNA byla zachycena vzdy jen u jednoho
zvitete ze tii vySetfovanych v nékterych ¢asovych intervalech s mnozstvim pod 1000
spor na gram tkang. Oproti tomu indukce zanétu vedla k zachytu mikrosporidii témet
kazdy sledovany interval alespoil u jednoho zvifete ze skupiny vyjma 42. DPI,
pficemz indukce zanétu 7. a 28. DPI vedla k narGstu poctu spor v indukované
koncetiné u dvou zvitfat (14. DPI prava noha a 49. DPI leva noha; Obrazek 8).
Celkova frekvence zachytu mikrosporidii byla nejvyssi u zvifat s primarné

indukovanym zanétem (p<0,05).
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Obrazek 8: Frekvence vyskytu a mnozstvi spor E. cuniculi na 1 gram svaloviny u

skupin MMF KO mysi v akutni fazi infekce
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¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupiné do levého stehenniho
svalu; barevna pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku podle mnozstevni skaly

5.6. Pritomnost specifické DNA E. cuniculi v trusu u MMF KO
mySi v akutni fazi infekce

Z vysledku sledovani piitomnosti specifické DNA E. cuniculi v trusu mysi
deficitnich pro migracni faktor makrofagh je pro ob& skupiny zjevné, ze byly
mikrosporidie vyluCovany nepravidelné¢ (Obrazek 9). U pokusné skupiny lze vSak
pozorovat, ze pokles frekvence vyluCovani mikrosporidii trusem caste¢né negativné
koreloval s jejich vyskytem ve sledovanych tkanich. Mikrosporidie byly poprvé
zachyceny u pokusné skupiny 5. DPI a u kontrolni skupiny 6. DPI, coz je 0 3 az 4
dny pozdé&ji, neZ tomu bylo u BALB/c mysi v akutni fazi infekce (Obrazek 5).
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Obrazek 9: Priibé¢h vylu¢ovani spor E. cuniculi genotyp I u MMF KO mysi v akutni

fazi infekce
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Dny po infekci

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupiné do levého stehenniho
svalu

5.7. Pritomnost spor E. cuniculi v tkanich SCID mysi v akutni

fazi infekce

U imunodeficitnich mysi byly mikrosporidie detekovany jiz pfed vyvolanim
zan¢tu. U kontrolni skupiny v jatrech, zatimco u pokusné skupiny ve vSech
sledovanych organech (Tabulka 10). Po indukci zanétu (Obrazek 10) doslo u
experimentalni skupiny k signifikantnimu (p<0,05) navySeni poctu spor v pravé noze
21. DPI na hodnotu 7,8x10° spor na gram tkané oproti noze levé, kde hodnoty
dosahovaly 3,5%10° spor na gram tkané. Navic doslo k celkovému nar@istu poétu spor
v obou koncetinach a jatrech indukovanych zvifat ve srovnani s kontrolni skupinou
mys$i. Pfitomnost spor mikrosporidii v loZisku zanétu v pravé noze byla pozorovana i
histologicky (Obrazek 11). Ke konci experimentu byl vSak pocet spor v obou
koncetinach podobny. Hodnoty spor na gram tkéan€ u kontrolni skupiny SCID mysi
byly po celou dobu experimentu pfiblizn¢ stejné pro obé koncetiny, nejvyssich
hodnot dosahovaly ke konci pokusu 28. DPI (3,9%10° spor na 1 gram tkang v levé

noze a 5,9x10° spor na 1 gram tkan& v noze pravé).

U SCID mysi byly na rozdil od ostatnich pouzitych skupin mysi pozorovany
klinické ptiznaky mikrosporididzy zahrnujici najeZenou srst, nahrbeny hibet a
kachexie, zejména na konci sledovaného obdobi. Nicméné prujem jakozto jeden

z hlavnich ptiznak mikrosporidiézy nebyl pozorovan ani u téchto mysi.
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Tabulka 10: Maximalni hodnota spor E. cuniculi na 1 gram tkdn¢ ve vybranych
organech a tkanich u skupin SCID mysi v akutni fazi infekce

Dny po infekei

7 14 21 28

Leva noha 0 1,5E3|]2,6E4||3,9E6

Prava noha 0 7,4E2(|2,9E4||5,9E5

Kontrolni
skupina

Jatra 4,5E4 (i1 3,1E5( |3,3E6| | 8,9E7

Leva noha | 1,3E1 [§]2,7E3||3,5E5| [ 1,6ES

Prava noha | 3,0E3 [§)2,2E2||7,8E5| [ 1,3ES

Pokusna
skupina

Jatra 5,7E4 M| 2,7E5| | 8,7E7 || 1,8E7

¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvifat ve skupin€é do pravého stehenniho
svalu; zluté pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku

Obrazek 10: Ilustracni obrazek indukce zanétlivé reakce v pravém stehennim svalu

(Sipka) u SCID mysi.
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Obrazek 11: Mikroskopicka detekce spor mikrosporidii (Sipky) na histologickych
fezech stehenniho svalu SCID mysi s indukovanym zanétem 21. DPI barvené

Grammovym modifikovanym barvenim podle Brown-Brenna. M¢fitko v obrazku.

A
s ’
10 um/
B
s __/
4
20 ym

Pti porovnavani frekvence vyskytu mikrosporidii u imunodeficitnich SCID
mysi doslo k neocekdvanému poklesu zachytu mikrosporidii ve svaloviné pokusné
skupiny, kdy mikrosporidie byly detekovany pouze u jednoho zvifete (neindukovana
noha) ¢i dvou ze skupiny (indukovand noha) ve srovnani s kontrolni skupinou, kde
byla vSechna zvifata pozitivni (Obrazek 12). K obratu doslo az 21. DPI, tzn. 14 dni
po indukci zanétu, kdy vSechna indukovana zvifata méla ve svalech minimalné 10°
spor na gram tkané, zatimco zvifata v kontrolni skupiné méla v tento ¢asovy interval

o jeden fad meéné spor na gram svaloviny.
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Obrazek 12: Frekvence vyskytu a mnozstvi spor E. cuniculi na 1 gram svaloviny u

skupin SCID mysi v akutni fazi infekce

Dny po infekci
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¢ervena linka — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupiné do pravého stehenniho
svalu; modra linka — intramuskuléarni injekce vSech zvirat ve skupin€ do levého stehenniho
svalu; barevna pole — pozitivni zachyt mikrosporidii ve vzorku podle mnozstevni Skaly

5.8. Pritomnost specifické DNA E. cuniculi v trusu u SCID mysi
v akutni fazi infekce

Specificka DNA E. cuniculi byla u kontrolni skupiny detekovana od 1. DPI, ale
pouze u jednoho zvifete (Obrazek 13). U vétSiny zvitat byly mikrosporidie v trusu
zaznamenany 3. DPI. Spory byly trusem nadale vylucovéany po celou dobu infekce az

do konce experimentu bez ohledu na indukci zanétu.

Obrazek 13: Prubéh vylucovani spor E. cuniculi genotyp II u SCID mysi v akutni

fazi infekce
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Dny po infekci

¢ervené pole — intramuskularni injekce vSech zvitat ve skupiné do pravého stehenniho svalu
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6. Diskuze

Mikrosporidie, obligatni intraceluldrni eukaryotni paraziti, jsou znamy pro
svou schopnost infikovat Siroké spektrum zivocicht zahrnujici protista, obratlovce a
bezobratlé. Recentné je zndmo piiblizn€ 1500 druhti. Tyto organizmy jsou studovany
jiz vice nez 150 let pfevazné pro svou schopnost zplisobovat rozsahla poskozeni
hostitelského organizmu, nicméné v souc¢asné dob¢ jsou stale Casteji studovany pro
svou schopnost zptisobovat asymptomatickd onemocnéni s nejednoznacnou etiologii

(Vavra et Lukes 2013).

Spory mikrosporidii jsou vyluCovany trusem, moc¢i, nebo ve sputu
infikovanych jedinct, tudiz byvaji lidé casto infikovani pozienim kontaminované
potravy nebo vody a méné¢ Casto inhalaci infek¢nich spor (Kicia et al. 2019). Didier
et Weiss (2011) uvadi, ze je mozné nalézt mikrosporidie prakticky po celém svété a
zpusob prenosu urcuje pocatecni misto infekce, tudiz byvaji nejcastéji napadany
bunky gastrointestindlniho a respiracniho traktu. Toto lze pozorovat i v této praci,
jelikoZ u vSech skupin peroralné infikovanych mysi, byly mikrosporidie nejdiive

detekovany v trusu a az s postupujici infekci ve vybranych tkanich a organech.

Intenzita infekce, véetné mnozstvi a frekvenci vyluCovanych spor, zpisobena
E. cuniculi se odviji od v€ku a zdravotniho stavu infikovaného jedince stejné jako
z&visi na druhu a genotypu infekéniho agens. Vysledky této prace odpovidaji udajim
publikovanym Sakem et al. (2017a, b) a Kotkovou et al. (2013), tedy ze
imunokompetentni BALB/c myS$i vylucovaly spory E. cuniculi s vyrazné nizsi
frekvenci nez imunodeficitni SCID mysSi. Sporadicka ptitomnost spor E. cuniculi
v trusu infikovaného jedince byla prokdzana i v dalSich studiich (Kicia et al. 2018a,b,
Kotkova et al. 2013, 2018, Sak et al. 2011a,b). S frekvenci vyluCovéani souvisi i
mnozstvi vyloucenych spor. Pozitivni korelace mezi frekvenci vyluCovani a
intenzitou infekce byla pozorovana u BALB/c a SCID mysi, zatimco BALB/c mysi
vyludovaly intermitentné s intenzitou infekce dosahujici 3,2x10°, SCID mysi
vylucovaly téméf denné s intenzitou dosahujici 1,2x10® spor na gram trusu (Kotkova
et al. 2013, Sak et al. 2017a,b). Obdobn¢ bylo prokazano, ze dit€¢ bez klinickych
piiznaki onemocnéni vylucovalo 1,2x10° spor na gram stolice (Mungthin et al.
2005), kdezto imunodeficitni jedinec miize vylucovat az 4,4x10® na gram priijmové

stolice (Goodgame et al. 1999).
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Z ~1500 druhti popsanych mikrosporidii je 15 druhi oznacovano za pivodce
onemocnéni u lidi, které jsou schopny $ifit se celym hostitelskym organizmem
(Didier et Khan 2014, Vavra et Lukes 2013). Mikrosporidie rodu Encephalitozoon,
infikujici savei epitelidlni a endotelové buiiky, fibroblasty, makrofagy a astrocyty,
patii mezi nejcast&jsi pfiiny lidskych mikrosporidiovych infekci (Didier et Khan
2014, Wasson et Peper 2000, Weber et Bryan 1994). Encephalitozoon cuniculi,
patiici mezi nejlépe popsané a prostudované druhy sav¢ich mikrosporidii, zplisobuje
u savcu akutni, chronické i latentni infekce (Canning et al. 1986, Didier et al. 2000,
Franzen 2008, Shadduck 1971, Wright et Craighead 1922). V minulosti byvaly
mikrosporidiové infekce nejcastéji spojovany s imunodeficienci, proto byvaly casto
diagnostikovany u pacientl trpicich AIDS, piijemct organti a déti s jesté neuplné
vyvinutou imunitou. Diky modernim diagnostickym metoddm byly mikrosporidie
detekovany u imunokompetentnich jedinct, napiiklad u cestovatelll, diabetiki,
téhotnych zen a seniorti (del Aguila et al. 2001, Didier et Khan 2014, Enriquez et al.
1998, Lopez-Velez et al. 1999, Lores et al. 2002, Miiller et al. 2001, Van Gool et al.
1997). Kotkova et al. (2013) experimentalné prokéazala schopnost reaktivace latentni
mikrosporididézy u imunokompetentnich hostitelt. Podobny jev byl sledovén i v této
studii, kdy u imunokompetentnich BALB/c mysi doslo po indukci zanétu
k reaktivaci mikrosporidiové infekce a spory byly detekovany v nami sledovanych
tkanich a organech. Mechanizmus reaktivace mikrosporidii zdnétem zlstdva nicméné
nejasny. Lze predpokladat, ze lokalni indukce chronického zdnétu mohla vést ke
snizeni kapacity imunitniho systému, ktery predtim udrzoval mnozstvi mikrosporidii
pod detekénim limitem pouzivanych metod (QRT PCR). Obdobné¢ Bannoura et al.
(2018) popsali u ctytletého ditéte reaktivaci latentni infekce Toxoplasma gondii

aplikaci steroidnich hormonti proti encefalomyelitid¢.

Na rozdil od studii provedenych na imunodeficitnich pacientech, kdy infekce
zpisobené E. cuniculi jsou doprovazeny klinickymi ptiznaky jako naptiklad prijmy
a malabsorbci Zivin, hepatitidou, bronchitidou, pneumonii ¢i encefalitida (Franzen et
Miiller 2001, Miiller et al. 2001), nebyly u zadné z imunodeficitnich SCID mysi
zaznamenany klinické ptiznaky mikrosporidiozy az do 28 DPI, kdy byly mysi

usmrceny.

Mikrosporidie byly v tomto experimentu u imunodeficitnich mys$i detekovany

jiz pred indukci zanétu, ¢i intramuskuldrni injekcei sterilnim PBS 7. DPIL. Jelikoz se
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vSak jedna o mysi s nefunkénimi T a B lymfocyty, lze tento jev predvidat. Indukce
zanétu u pokusné skupiny vedla ke zvySenému vyskytu spor v misté zanétu, zatimco
u kontrolni skupiny bylo mnozstvi spor na gram tkané v obou koncetinach ptiblizné
stejné. Ackoliv nejvyssi hodnoty spor ve svalovych tkanich byly naméfeny ke konci
experimentu, lze tento stav pfisuzovat systémovému rozsifeni infekce tak, jak to

popsala Kotkova et al. (2013).

K siteni E. cuniculi po celém hostitelském organizmu mohou piispét i
makrofagy. Bylo prokazano, ze vyvoj tohoto parazita je mozny i v téchto bunkéach,
coz se muze podilet na systémovych infekcich. Makrofagy se vSak zaroven mohou
podilet i na jejich eliminaci (Schmidt et Shadduck 1984, Widner 1975). Indukce
zanétu mize napomahat k prenosu mikrosporidii pomoci infikovanych makrofagt do
jeho loziska. Soucasné vSak miize nastat stav, kdy dochazi k eliminaci mikrosporidii
vyskytujicich se v oblasti s indukovanym zanétem z divodu zvySeného vyskytu
makrofagl. V této studii jsme pozorovali, Ze po indukci zanétu v pravé noze u
pokusné skupiny MMF mys$i byly nejvys$si hodnoty poctu spor na gram tkané
detekovany 14. DPI a toto mnozstvi uz jen klesalo. Sekundarni indukce zanétu v levé
noze vedla k vyskytu spor v zanétlivém lozisku na konci pokusu (49. DPI). Spory
vSak byly detekovany i1 v pravé noze a rozdil v jejich poctu nebyl tak vyrazny. U
kontrolni skupiny byla detekce spor v koncetindch a jatrech spise nahodna po celou
dobu experimentu, coz odpovida diive popsanému postupnému Sifeni infekce do téla
hostitele imunokompetentnich mys$i BALB/c (Kotkova et al. 2013). Z téchto
vysledkd 1ze usuzovat, ze jsou mikrosporidie pravdépodobné schopny migrovat do
loziska zanétu 1 jinym cilenym zpisobem nez jen pomoci makrofagi. K Sifeni
mikrosporidii tedy mohou pravdépodobné ptispét i jiné fagocytujici bunky jako jsou
naptiklad neutrofily, monocyty, dendritické buiiky a eozinofily (Couzinet et al. 2000,
Nassonova et al. 2001).

Spory mikrosporidii byly trusem u MMF KO mysi vobou skupiniach
vylu¢ovany nepravidelné po celou dobu infekce, navic u pokusné skupiny zachyt
mikrosporidii v trusu ¢astecné negativné koreloval s vyskytem spor ve vybranych
tkanich a organech, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze pravdépodobné i u mysi s nefunkénim
migra¢nim faktorem pro makrofdgy dochdzi k ptfesunu mikrosporidii ze zazivaciho
traktu do ostatnich ¢asti hostitelského organizmu tak, jak jiz bylo popséno diive

Sakem et al. (2017a,b).
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Vysledky ziskané v praci Kicia et al. (2019) poukazuji rovnéz na signifikantni
asociaci mezi vyskytem mikrosporidii a respiranich symptomi u pacientti, ktefi
podstoupili transplantaci ledvin. Z vysledka vSak neni patrné, zda doSlo k vyvolani
mikrosporidiézy po inhalaci infek¢nich stadii mikrosporidii, ¢i byli tito paraziti do
respiracniho traktu hematogenné rozsifeni z jiného mista infekce u téchto cilené
imunosuprimovanych pacientd (Sak et al. 2011b). Je vSak mozné, Ze se
mikrosporidie vyskytovaly v respiracnim traktu u téchto jedincii jiz pied zahdjenim
1é¢by, protoze Kotkova et al. (2013) a Sak et al. (2017b) popisuji bézny vyskyt druhti
rodu Encephalitozoon v plicich u imunokompetentnich jedinci. Nedostate¢na
diagnostika mikrosporidii vyplyva prevazné z divodi nizkého povédomi o téchto
patogenech a rovnéz proto, ze nejsou povazovany za rizikové faktory (Kucerova et
al. 2011). Rovné€z je zvazovana moznost prenosu mikrosporidii pies $tép, jelikoz
darci nejsou testovani na pifitomnost mikrosporidii. Vysledky studii dale poukazuji
na fakt, Ze se mikrosporidiové infekce vyskytuji Castéji u pacientl, ktefi prod¢lali
transplantaci nez u HIV pozitivnich jedinct (Kicia et al. 2014, 2018b). Recentni
studie stale castéji zvazuji mikrosporidie jako ptivodce velmi zdvaznych a
problematickych nemoci (Ditrich 2011, Kicia et al. 2018). Opotiebeni materialu
implantatu kycelniho kloubu a degradace kostni tkdné zplsobené periprotetickou
osteolyzou u pacientli s endoprotézou kycelniho kloubu byva jednou z hlavnich
priCin revize artroplastiky. Mikrosporidie byly zvazovany jako jedna z moznych
pfi¢in, jelikoz bylo piedpokladano, Ze jsou schopny béhem zanétlivych procesii
migrovat do postizené oblasti a podilet se na degradacnich procesech (Kicia et al.
2018a). Nezodpovézenou otazkou zistalo, zda se v postizené oblasti mikrosporidie
sekundarné, at’ uz pomoci makrofagt, ¢i jinych bunék podilejicich se na vzniku
zénétu. Nase vysledky jasné potvrdily ptvodni domnénku o cilené migraci
mikrosporidii do mista zanétu. I kdyz se mikrosporidie ve svaloviné mohou
vyskytovat bézné, jak potvrdil Sak et al. (2019) v recentni studii, kdy prokazal
vyskyt mikrosporidii E. cuniculi genotyp Il ve svaloviné prasat. Zatimco bézné
zatizeni svaloviny prasat se pohybovalo od 60 do 250 spor na gram tkang, v této
praci jsme prokézali, Zze indukce zanétu vedla k signifikantnimu navySeni vyskytu
mikrosporidii v indukovaném mist& az na 3,5x10° spor na gram tkané, a to predevsim
¢trnact dni po indukci zanétu. Ve srovnani s kontrolni skupinou, injikovanou

sterilnim PBS je vyskyt mikrosporidii v koncetinach zcela ndhodny a od 42. DPI
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nejsou mikrosporidie ve vybranych orgénech a tkanich detekovany vibec, coz
naznacuje, ze béhem naseho experimentu mohlo dojit k jejich eliminaci pomoci
imunitniho systému hostitele nebo mikrosporidie nadale zistavaji v organizmu

v nedetekovatelném mnozstvi.

Ptitomnost mikrosporidii v trusu u obou skupin BALB/c mysi v akutni fazi
infekce byla sledovédna od 2. DPI. Ve shod¢ s vysledky Kotkové et al. (2013) a Saka
et al. (2017b), ktefi sledovali vyluCovani mikrosporidii trusem u
imunokompetentnich mysi, doSlo vramci naseho experimentu ke snizeni az
vymizeni vylu¢ovani spor E. cuniculi trusem na 15 dnti u pokusné skupiny. Tento jev
lze vysvétlit tim, ze pravdépodobné dochazi k migraci spor ze zazivaciho traktu do
loziska zanétu. U kontrolni skupiny byly mikrosporidie v trusu detekovany po celou

dobu pokusu.

V experimentu v chronické fazi infekce u BALB/c mysi lze pozorovat, Ze
ackoliv indukce zanétu v pravé a levé noze neméla vliv na cilenou migraci
mikrosporidii do zanétlivého loziska, doslo k reaktivaci mikrosporidiézy a spory E.
cuniculi byly detekovany nezavisle na misté vpichu v obou koncetinach 1 jatrech.
Tyto vysledky odpovidaji vysledkim studie Kotkové et al. (2013), kterd popsala
reaktivaci latentni mikrosporidiové infekce imunokompetentnich mysi po
imunosupresi a rovnéz 1 to, Ze jsou schopny Sifeni béhem chronické infekce do
riznych tkani véetné svall a v téchto mistech pretrvavat. Tato tvrzeni lze podpofit
vysledky vyluovani spor trusem, kdy u kontrolni skupiny byla specificki DNA
mikrosporidii detekovana nepravidelné po celou dobu experimentu, zatimco u
pokusné skupiny byly spory v trusu detekovany po dobu 7 dni do doby, nez byl
indukovén zanét v pravé noze a doslo pravdépodobné k migraci spor ze zazivaciho

traktu.

Ackoliv nebyly ve vétSiné piipadi u vSech experimentilnich skupin
pozorovany statisticky vyznamné rozdily, je patrné, Zze indukce zdnétu méla vliv na
migraci mikrosporidii do zanétlivych lozisek a frekvence vyskytu spor nebyla
nahodna, ale posunuta ve prospéch mista s indukovanym zanétem, oproti kontrolnim
skupinam, kde byl vyskyt spor nahodny, nebo nebyly spory, respektive jejich
specificka DNA detekovana viibec.
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Na zékladé¢ vysledki této prace lze predpokladat, ze jsou mikrosporidie
sekundarn€ transportovany do loziska zénétu za pfispéni imunitnich bunék
zodpovédnych za jeho wvznik. Mikrosporidie jsou také schopny dlouhou dobu
prezivat v imunokompetentnich hostitelich bez jakychkoli klinickych ptiznakt, za

urcitych okolnosti miiZze dojit k reaktivaci infekce.
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7. Zavéry

e Indukce zanétu u BALB/c mysi v akutni fazi infekce vedla k migraci spor do
loziska zanétu, zatimco u kontrolni skupiny byl vyskyt spor nahodny.

e Indukce zanétu u BALB/c mys$i v chronické fazi infekce neméla vliv na
migraci spor do loziska zanétu, ale zpusobila aktivaci do té doby latentni
mikrosporidiové infekce. U kontrolni skupiny byl vyskyt spor ve tkdnich a
organech negativni.

e Indukce zanétu u SCID mysi zvySila pocet spor v zdnétem postizenych
tkdnich v porovnani s neindukovanou tkani, zatimco u kontrolni skupiny byl
jejich pocet srovnatelny.

e U MMF KO mysi byl pozorovan podobny trend jako u BALB/c mysi
v akutni fazi infekce.

e Indukce zanétu pravdépodobné zpusobuje migraci mikrosporidii do
zéanétlivého loziska a aktivaci latentni mikrosporidiové infekce, mechanizmus
vSak nadéle zstava nejasny.

e Ani u jedné ze sledovanych skupin imunokompetentnich mysi nebyly

sledovany klinické pfiznaky typické pro mikrosporidiozu.
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