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1 Uvod

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni paraziti, ktefi mimo hostitelskou bunku
prezivaji ve stadiu spory, jez je velmi odolna viaci vnéjSimu prostiedi. Mikrosporidie
se nejcasteji prenasi na své hostitele pomoci aerosolu, vody nebo potravy. Tito paraziti mohou
infikovat celou fadu organismi vcetné ¢lovéka a zptsobit tak fadu zavaznych onemocnéni.
U imunokompetentnich jedinci se ndkaza projevit nemusi, ale v pfipadé¢ stavu
imunodeficience mize onemocnéni zpusobit vazné a zhorSujici se zdravotni komplikace
vedouci az k mortalité. Nejvice ohrozenou skupinou jsou HIV pozitivni pacienti, onkologicky
nemocni nebo ptijemci transplantovanych organti. Spousta zavaznych latentnich infekci vSak

z diivodu nizkého povédomi o této diagndze zistava neodhalena a neni 1écena vcas.

Mikrosporidie mohou infikovat témét jakykoli organovy systém pocinaje nejcastéji
gastrointestinalnim traktem aZz po mozek a michu. V piipadé¢ imunodeficience jedince,
zpusobené napi. onemocnénim diabetes mellitus, miize latentni mikrosporidiéza zpusobit
zivotu ohrozujici stav. Ve studii Ditrich et al. (2011) byla popsana kazuistika o pacientovi
ve véku 56 let, ktery prodélal infarkt myokardu a byl mu diagnostikovan diabetes mellitus
2.typu. Muz byl donemocnice byl pievezen s teplotou, tézkou kognitivni poruchou
a hemiparézou na levé strané. Na zakladé symptomu pacienta doslo k podezieni na bakterialni
¢1 virovy zdroj ndkazy, molekuldrni vySetfeni mozkomisniho moku vSak tuto moZnost
vyloucilo. Vysetteni CT a magneticka rezonance odhalila vyvoj abscesové dutiny Vv pravém
frontalnim laloku. Po extrakci hnisu v abscesové dutiné bylo provedeno parazitologické
vySetieni, jez odhalilo spory mikrosporidii rodu Encephalitozoon, které byly nasledné
identifikovany také v moci a stolici pacienta. Po Gi¢inné 1é¢bé albendazolem a mebendazolem
byly provedeny bakterialni a parazitologické testy abscesové dutiny s jiz negativnim
vysledkem. Tento pfibéh se zdarnym koncem aplikované 1écby a vcasnou detekci zdroje
nakazy je vSak ojedinély. Z divodu nesnadné diagnostiky mikrosporidii a velmi nizkém
povédomi praktickych lékaii 0 téchto patogenech nebyvaji pacienti na jejich pfitomnost

testovani vcéas.

Tato prace se zabyva problematikou latentni mikrosporidiozy a jeji prevalenci U pacienti
s nespecifickym a térce diagnostikovatelnym onemocnénim. Ulelem prace je rozsifit
povédomi o mikrosporidiich a tim zvysit pravdépodobnost cileného vySetfeni a v€asné 1écby

pacienta.



1.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie se fadi mezi eukaryotni organismy. Jedna se 0 parazity, ktefi jsou schopni
infikovat velmi Siroké spektrum hostitelti véetné obratlovet a bezobratlych. Dosud bylo
popsano vice nez 1400 druhtt mikrosporidii a kazdy rok jsou objevovany nové druhy. Spory
téchto organisml jsou vsSudypfitomné a byly detekovany v raznych prostiedich, bézné se
vyskytuji napf. v povrchovych vodach. Zivotni cyklus téchto organismi zadindg pomoci
prenosu infekéni sporoplazmy skrze podlovou trubici do hostitelské bunky, kde podstoupi
replikaéni cyklus a poté diferencuji zpét na spory, jez se uvolni do prostredi (Szumowski
at Troemel 2015, Han at Weiss 2017).

Mikrosporidie jsou patogenni pro hmyz, ryby, kraliky i laboratorni hlodavce. Nékolik
druhti mikrosporidii zpisobuje rozsahlé hospodaiské ztraty v zemédélstvi, pfedevsim u véel
medonosnych (Nosema apis, Nosema ceranae) (Fries 1993), bource moruSového (Nosema
bombycis) (Nageli 1857), lososovitych ryb (Loma salmonae) (Kent et al. 1989) i u krevet
(Thelohania sp.) (Overstreet 1973). Bylo zji§téno, ze mikrosporidie jsou zodpovédné za smrt
imunokompromitovanych pacientli po transplantaci organi a za profuzni prijem u pacienti
s onemocnénim AIDS. Mikrosporidie mohou infikovat jakykoli organovy systém, nejcastéji

je vSak infikovana gastrointestindlni soustava.

V této dobé neni velké mnozstvi 1€Civ, které by mikrosporididzu ucinng 1éCily a zaroven
byly bezpecné zhlediska uzivani. Jednou z mala sloucenin, které spolehlivé brani
mikrosporidialni infekci, je napt. Fumagillin, jez je bohuzel pro c¢lovéka toxicky.
Z nejnovejich  poznatkii  vyplyva, ze prevalence  mikrosporidialnich  infekci
u imunokompetentnich lidi je podhodnocena, spousta osob o nakaze nevi, jelikoz se u nich
jedna o latentni nebo asymptomatickou infekci (Sak et al. 2011 a,b, Szumowski at Troemel
2015, Han at Weiss 2017).

1.1.1 Historie a taxonomie

Mikrosporidie byly poprvé popsany pred 150 lety pti identifikaci organismu Nosema
bombycis, ktery byl zodpovédny za onemocnéni housenek bource morusového. Od té doby
byla popséna celd fada druhd mikrosporidii infikujicich bezobratlé a obratlovce vcetné
Cloveéka, nékteré druhove specifické, jiné s Sirokou hostitelskou specifitou. Mikrosporidiové

infekce u lidi, zpusobujici encefalitidu, byly popsany v roce 1959 (Han at Weiss 2017).



Mikrosporidie jsou jednobunécni paraziti. Diive byly mikrosporidie na zéakladé
strukturalni podobnosti buniky klasifikovany jako protista (Vossbrinck et al. 1987), nyni se
na zaklad¢ fylogenetické analyzy genti HSP70 (70-kDa heat shock protein) fadi mezi houby —
Fungi (Germot et al. 1996). Zdavodu ptfitomnosti jadra Sjadernym obalem,
intracytoplazmatického membranového systému, separace chromozomt pomoci mitotickych
vietének a také zbytkové organely odvozené z mitochondrii (mitozomu) se fadi mezi
eukaryotické organismy. S prokaryotickymi organismy také sdili podobnost, nebot’ obsahuji
ribozomy typu 70S a postradaji klasické mitochondrie, peroxisomy a Golgiho aparat (Weber
et al. 1994, Han et al. 2021, Szumowski at Troemel 2015, Brdickova 2019).

K teSeni otdzky ohledné fylogeneze, evoluce a patogeneze mikrosporidii velmi
ptispély pocty dostupnych mikrosporididlnich genomovych sekvenci z nové¢jsich vyzkumd.
Klasifikace mikrosporidii probihd na zaklad¢ jejich ultrastrukturalnich znaki, mezi které se
fadi pocet zavitl pélové trubice, morfologie, tvar a velikost spor, znaky vyvojového zivotniho
cyklu a vztah mezi hostitelem a parazitem. Pomoci molekularnich fylogenetickych dat,
napt. sekvenace gent kodujicich malou rRNA podjednotku, vznika komplexni soubor dat,
ktery umoznuje piifadit mikrosporidie k pfesnému rodu a také rozlisit troven druhu na zakladé

morfologickych podobnosti (Szumowski at Troemel 2015, Han et al. 2021).

1.1.2 Morfologie a vyvojovy cyklus

vvvvvv

mikrosporidie odlisovany od ostatnich organismi. Vzhledem k odolnosti spory vici vnéjsimu
prostiedi je toto stadium tim jedinym, kdy mize mikrosporidie pfezit mimo hostitelskou
bunku. Tvar spory se muze lisit v zavislosti na druhu mikrosporidie, obvykle je tvar vsak
hruSkovity nebo ovalny. Velikost spor se pohybuje v rozmezi 0od 1 do 12 um, nékteré jehlovité
spory mohou dosahovat délky az 20 pm. Spory mohou byt jednojaderné, napi. rod
Encephalitozoon spp. ma jadro jednoduché, rod Nosema spp. ma dvé jadra nazyvané
diplokaryon. Sténa spor se sklada ze tii vrstev: elektronové husté proteinové exospory,
elektronové prosvitajici endospory (slozené pievazné z chitinu a glykoproteini) a vnitini
plazmatické membrany. Mezi tii obecné znaky vytrusi se fadi: vytrusny plast, vytrusnice

a invazni aparat (Han at Weiss 2017).

Typickym znakem vSech mikrosporidii je polova trubice, kterd je pfipojena k vnitini
strané piedniho konce spor kotevnim diskem. Délka pdlové trubice se muze pohybovat

v rozmezi od 50 do 500 um a jeji primér muze byt 0,1 — 0,2 um. Poélova trubice je stocena
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kolem sporoplazmy ve 4 az 30 zavitech. Pocet zavitli je podminén druhem mikrosporidii.

Béhem vytlacovani polové trubice dochazi k prasknuti ptedniho kotevniho disku spory.

Sténa spory obklopuje sporoplazmu, pdlovou trubici, lamelarni polaroplast, drsné
endoplazmatické retikulum a volné ribosomy. Pfi prichodu spor vhodnym a specifickym
prostfedim, napf. gastrointestinalnim traktem hostitele, dochazi k jejich aktivaci, béhem niz se
polova trubice pievraci naruby a nasledné slouzi pro prichod sporoplazmy a jadra
do cytoplazmy hostitelské buriky. | v ptipadé€, pokud jsou spory mikrosporidii zfagocytovany
makrofagy, muize dojit k vystieleni polové trubice anaslednému prorazeni fagocytarni
vakuoly, ¢imz se do cytoplazmy dané nebo sousedni hostitelské bunky uvolni infekéni
sporoplazma. Lokace sporoplasmy je stanovena délkou polové trubice a jejim nasmérovanim.
Dosud neni zndm pifesny mechanismus interakce polové trubice s membranou hostitelské
buiiky. Po vstupu sporoplazmy do hostitelské buiiky za¢ind reprodukéni cyklus, ktery vede
k produkci zralych spor (Han et al. 2021).

Pomoci nové ziskanych informaci o genomech mikrosporidii se nékteré vyzkumy
zaméfily na jedinecné a specifické proteiny téchto organismil, aby bylo objasnéno, jakym
zpisobem mikrosporidie interaguji se svymi hostiteli. Jedna se pfedevS§im o proteiny stény
spor a proteiny pélové trubice. Nekteré studie naznacuji vyznamnou roli téchto proteint pti
vstupu do hostitelské buiiky. Pfedpoklada se napf., ze proteiny stény spor mohou napomahat
k ptilnuti spor k hostitelské buiice a tim zvySovat tspé$nost infekce (Szumowski at Troemel
2015).

Reprodukéni cyklus mikrosporidii

Veskeré vyvojove faze kromé spory mikrosporidii probihaji vyhradné intracelularnég,

jelikoz mikrosporidie nemaji zadna metabolicky aktivni stddia mimo hostitelskou bunku.
Zivotni cyklus mikrosporidii zahrnuje tii faze:

1) Infekéni faze — zahrnuje uvolnéni spor do prostiedi, pfenos spor a jejich stimulaci
potiebnou Kk vystieleni polové trubice a injikaci obsahu infekénich spor do hostitelské
burky.

2) Merogonie — proliferativni vegetativni faze, pfi které se mikrosporidie intracelularné
mnoZi.

3) Intracelularni sporogonie — béhem ni dochazi ke vzniku novych infekénich spor.




Za vhodnych podminek prostredi dochazi k aktivaci spory a sporoplazma je injikovana
dutou polovou trubici do hostitelské buniky, coz je podnétem proliferativniho merogonického
stadia. Béhem merogonie - prvni faze cyklu - se sporoplazma vyvine v meronty, které
se nasledné¢ mnozi binarnim nebo vicenasobnym délenim Vv zavislosti na druhu mikrosporidie.
Nasleduje vyvoj mikrosporidii, a to bud’ pifimo V cytoplazmé hostitelské bunky (u vétsiny
druhi), v parazitoforni vakuole v cytoplasmé hostitelské bunky (rod Encephalitozoon spp.),
nebo i v jejim jadie (napt. Nucleospora spp., Enterospora spp.) (Freeman at Sommerville
2009, Han et al. 2021).

Vyvoj mikrosporidii uvniti hostitelskych bun¢k probihd ve dvou odlisnych fazich —
fazi merogonialni nebo sporogonialni. V merogonialni fazi dochazi k vysokému nartistu poctu
mikrosporidii v disledku jejich mnozeni. Na konci této faze se na vnéjsi strané merozoitové
plazmatické membrany vytvoii elektrodensni obal, ¢imz dochazi k ptechodu z merogonie
na sporogonii. V této fazi vznikaji ze sporontd sporoblasty, z nichz se tvofi zralé spory. Ve
fazi sporogonie se u vétSiny druhti mikrosporidii z hustého materidlu na plazmatické
membrané vytvofi prvotni exosporova vrstva. Ve sporoplazmé sporoblastu se vytvoii takeé
polova trubice a Golgiho aparat. Po vzniku zralych spor v hostitelské bunce dojde k prasknuti
bunky, zralé spory se uvolni do prostfedi. V disledku kombinace merogonie a sporogonie
vznikd velké mnozstvi spor, tim je tvoren zaklad obrovského reprodukéniho potencidlu

mikrosporidii (Han et al. 2021).
Obrazek 1: Spora mikrosporidie (Franzen 2008, upraveno)
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1.1.3 Mechanismy prenosu infekce

Primérnim mistem vstupu infekce je pfedevSim gastrointestindlni trakt, z n¢j vSak
spory mohou pomoci naslednych infekci dalSich hostitelskych bunék prochazet ptes sttevni
sténu do krevniho fecisté a dale do vnitinich organii hostitele. Rtizné druhy mikrosporidii se
lisi tkanovym tropismem a konecna lokalizace infekce zahrnuje jatra, plice, mozek, ledviny

nebo mohou pii systémové infekci byt napadeny vSechny organy (Didier et al. 1994).

Z dosud popsanych infekci nakazenych jedincti vyplyva, Ze vétSina infekei je
prenesena na ¢lovéka vodou, potravinami nebo antropozoonoticky. Mezi dal$i cesty pfenosu
nakazy na clovéka se ftadi vdechovani kontaminovanych aerosolti, fekalné-oralni
kontaminace, kontaminace otevienych ran nebo pienos z matky na plod (Kotkova et al. 2018,
Han et Weiss 2017, Han et al 2021).

Zoonoticky pienos je nejpravdépodobnéjsi pri¢inou mikrosporididlni infekce u lidi.
Mikrosporidie infikujici ¢lovéka byly nalezeny u divokych zvifat, hospodaiskych zvifat
i domacich mazlicka. Druhy Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon spp. byly objeveny
u sirokého spektra savcéich hostitelti véetné pst, kocek, kralikt, prasat, skotu, koz a osla.
Ptimé dikazy o zoonotického pienosu byly zaznamenany napt. u dvouletého ditéte, jez bylo
infikovano mikrosporidiemi E. bieneusi po vystaveni se nakazenym morcéatiim, nebo u ditéte,
které bylo infikovano E. cuniculi v disledku expozice nakazenému vrhu §ténat. Rizikovym
pro déti nebo star$i osoby miiZze byt také pfenos mikrosporidii mezi lidmi a ptaky, napf.
prostfednictvim méstskych parkl ¢1 hnizdist. Za vyznamny zdroj ndkazy ve méstech byli
oznaceni méststi holubi, ktefi mohou byt mediatory nakazy E. intestinalis nebo E. hellem (Han
et al 2021).

Vzhledem k vyskytu spor ve vodé i V potrave je poziti spor uvolnénych do prostiedi
dal§im pravdépodobnym zptuisobem pienosu mikrosporidii na ¢lovéka. Ke kontaminaci
uzitkové ¢i pitné vody dochazi pti uvolnéni vykalii nebo moci infikovanych zvirat do vodnich
zdroju (Moss et Snyder 2017). Vyskyt mikrosporidii v potrave je ovlivnén jejim zpracovanim
a rozsahu tepelné Upravy, jako hlavni zdroj je oznacovano syrové ¢i nedostatecné tepelné
upravené mas0, nemyté ovoce a zelenina a nedostate¢né pasterované mléko (Shahrul Anuar
et al. 2013, Kvac et al 2016). K infekci skrze potraviny mtze také dojit pti zavlazovani nebo
omyti zeleniny ¢i ovoce jiz kontaminovanou vodou. Tento zptsob pienosu byl nejcastéji

zaznamenan U mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi (Weber et al 1994, Han et al 2021).
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Mozny ptenos mikrosporididlni infekce na cCloveka je také pomoci vdechnuti
kontaminovaného aerosolu. V takovém piipad¢ byvaji spory nalézany ve sputu pacientd, dale
v bronchialni epitelialni tkani, nosnim vytoku a nosni epitelialni tkéni. V prabehu rozsahlé
infekce mocovych cest je zvySena moznost také pohlavniho pienosu infekce. Experimentalni
studie u zvifat také naznacuji eventualitu transplacentarniho pienosu mikrosporidii z matky
na potomka. U lidi vSak zatim nebyly zaznamenany zddné vrozené mikrosporididlni infekce

(Weber et al 1994).
1.1.4 Druhy lidskych mikrosporidii

U lidi byly dosud identifikovany tyto rody mikrosporidii: Encephalitozoon,
Enterocytozoon, Nosema, Anncaliia, Vittaforma, Brachiola, Microsporidium, Pleistophora

a Trachipleistophora (Han et Weiss 2017).
1.1.4.1 Encephalitozoon spp.

Jednim z nejrozsifenéjSich rodt mikrosporidii, infikujicich c¢lovéka, je rod
Encephalitozoon. Doposud jsou znamé ti'i druhy mikrosporidii tohoto rodu, jmenovité se jedna
0 E. cuniculi, E. hellem a E. intestinalis (Aseeja et al 2021). Z divodu dobré kultivace
tkanovych kultur jsou mikrosporidie rodu Encephalitozoon hojné vyuzivany ve vyzkumnych
laboratotich (Brdickova 2019).

1.1.4.2 Encephalitozoon cuniculi

Mikrosporidie E. cuniculi byla poprvé diagnostikovana u kraliki v roce 1922
a popsana o rok pozdéji (Levaditi et al. 1923). Nasledné byla objevena také u riznych savct,
hlodavct, masozravcu, ptakd, primatd i lidi. Encephalitozoon cuniculi infikuje makrofagy,
epitelidlni buniky, vaskularni endotelialni buiiky, buiiky ledvinnych tubull 1 dalsi typy bunék.
Vyskytuji se také v tkanich, ptedevsim v ledvinach a mozku (Weber et al 1994).

Encephalitozoon cuniculi zptsobuje na rozdil od jinych druhti mikrosporidii
diseminované infekce postihujici téméf vesSkeré organové systémy. Klinické ptiznaky
mikrosporididzy se vSak nemusi projevit vilbec nebo se mohou postupné zhorSovat a ptsobit
vazna onemocnéni v zavislosti na imunokompetentnim stavu pacienta. Diseminované infekce

jinymi druhy mikrosporidii byvaji hlaSeny predevsim v kazuistikach (Franzen et al. 2001).
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Analyzou ITS oblasti ribozomalnich gent byly doposud rozliSeny ¢tyfi rizné genotypy
E. cuniculi: genotyp I (,,kralici kmen*) vyskytujici se prevazné u kralikd, genotyp II (,,mysi
kmen*) vyskytujici se u hlodavca, kocek a lisek, genotyp III (,,psi kmen*) zpisobujici
mortalitu lumikt, pst a opic a genotyp IV (,,Jlidsky kmen*) detekovany u lidi, ale také pst
avsak genotyp III byva u lidi detekovan pouze vyjimecné. Infekce zplisobené mikrosporidii
E. cuniculi byvaji s nejvetsi pravdépodobnosti zptisobené zoonotickym pienosem (Hinney et
al. 2016).

Bylo prokazano, ze spory mikrosporidii mohou ve vodé piezivat po dlouhou dobu. Ve
studii Koudela et al. (1999) bylo zjisténo, ze spory Encephalitozoon cuniculi mohou ziistat
zivotaschopné a infekéni 1 po dobé€ dvou let pti jejich suspenzi ve vode za teploty 4 °C, ale také
po jejich zmraZeni na teplotu -24 °C po dobu 24 hodin. Zadna vyrazna ztrata infek&nosti
nenastala ani po zmrazeni spor na -70 °C po dobu 8 hodin. Neinfek¢nimi se spory staly teprve
PO jejich zahtivani na 60 °C a 70 °C po dobu 5 minut. Z tohoto vyzkumu vyplyva, ze pouze
zahtati na nejméné 60 °C muze tyto spory ucinit neinfekénimi. Na suchu mohou spory E.

cuniculi zistat Zivotaschopné 4 tydny pii teploté 22 °C. (Weiss 2001).
1.1.5 Projevy infekce

Projevy infekci zptisobenych mikrosporidiemi mohou zaviset na infikujicim druhu,

zpusobu infekce, véku a imunologickém stavu (Weber et al. 1994).

Popisy mikrosporidiovych infekci existuji téméf v kazdém organovém systému
a mohou zpusobovat onemocnéni jako encefalitidu, sinusitidu, myositidu a cholecystitidu.
Mikrosporididza predstavuje zdvazny problém u imunodeficitnich hostiteldl, jako jsou pacienti
s pokrocilou infekci nemoci AIDS, pacienti uzivajici imunosupresivni 1éky, jako jsou pacienti
po transplantaci organidi, nebo ti, jenZ pfijimaji imunomodulacni protilatky (napf.
tumor-nekrotizujici faktor alfa). U imunokompetentnich jedincti jsou mikrosporidiové infekce
pfevazné chronické a asymptomatické, u imunodeficitnich jedincii mize byt infekce letalni.
Imunita proti infekci je zavisla na interferonu-gama a interleukinu-12, ke zprostfedkovani

imunity dochazi pomoci cytotoxickych CD8+ T-lymfocytd (Han et Weiss 2017).

Infekce se nejCastéji vyskytuji u HIV pozitivnich pacientt, ktefi trpi silnou
imunodeficienci, a jejichZ pocet CD4+ T-lymfocyti je niz§i nez 100 bunék/pl krve (Han et
Weiss 2021).
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Mikrosporidie zpravidla zptsobuji t€zké prijmy s n€kdy i vice nez 10 stolicemi za den.
V souvislosti stim u pacienti dochazi k ubytku télesné hmotnosti, malabsorpci tuku,
D-xylézy a vitaminu B12. Prijmy mohou pietrvavat az nékolik mésict (Kotler et Orenstein,
1999).

Druhym nejcastéjsim projevem mikrosporidiézy je o¢ni infekce. U vétSiny pacientti
se dostavi oboustrannd  konjunktivitida a také teCkovitd epitelidlni keratitida.
Keratokonjunktivitida muaze byt asymptomatickd nebo stfedné¢ zavazna, v ojedinélych

ptipadech muze vést k viediim na rohovce (Friedberg et Ritterband 1999).

Béznym projevem ndkazy muze byt dale sinusitida, pii niz pacienti trpi rymou
a Vv ptipad¢ chronické sinusitidy mtze v nosu dojit ke vzniku polypt (Kotler et Orenstein,
1999).

M¢éné Castym piipadem ndkazy byva infekce plic. Infekce dolnich cest dychacich miize
byt asymptomaticka nebo spojena s bronchitidou, vzacné s pneumonii nebo respiraénim

selhanim (pfevazné u HIV pozitivnich pacientti) (Kotler et Orenstein, 1999).

U pacienti s diseminovanou infekci mikrosporidii rodu Encephalitozoon se projevuje
také infekce vylucovaciho tstroji (pfedevsim opét u HIV pozitivnich pacientl). Infekce mtize
byt asymptomaticka nebo se mize projevit mikrohematurii, cystitidou, pyelonefritidou
s dysurii a hematurii, v nejzazsSich ptipadech miuze vést k renalnimu selhani. Pleistophora
a Trachipleistophora spp. byly popsany jako puvodci myositidy u nékolika
imunokomprimovanych pacientd, ktefi trpéli svalovou horeckou a svalovou slabosti (Franzen

et Miiller 2001).

Diseminovana infekce mikrosporidii Encephalitozoon zptsobila v nékolika
zaznamenanych piipadech také mozkovou infekci. Pacienti trpéli cerebralnimi pfiznaky
(bolest hlavy, zvraceni a spastické kiece) (Franzen et Miiller 2001). V poslednich letech byvaji
mikrosporidie rodu Encephalitozoon stale castéji Spojovany S obvyklymi infekcemi
u imunokompetentnich jedincl, jako napi. encefalitida a meningitida. Kombinace
latentni mikrosporididzy S jinymi zavaznymi onemocnénimi vSak miiZze pfedstavovat Zivot

ohrozujici stav (Brdickova 2019).
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1.1.6 Metody detekce

Diagnostika ndkazy mikrospodiemi u lidi se v poslednich letech velmi zlepsSila a dnes
mame k dispozici nékolik citlivych metod pro detekci mikrosporidiézy. Radi se k nim
transmisni elektronovd mikroskopie, svételna mikroskopie, imunofluorescenéni testy
protilatek s monoklonalnimi protilatkami, sérologické testy (CIA, IFA, ELISA, CIE a Western
blot — Kk detekci IgG a IgM protilatek proti mikrosporidiim) a Vv neposledni fadé také
molekularni techniky (napt. hybridizacni testy a PCR), jez slouzi pro detekci, druhovou
diferenciaci a fylogenetickou analyzu mikrosporidii. Pro studium cest pfenosu mikrosporidii
a imunitnich reakci ndkazy jsou nezbytné zviteci modely (napt. imunodeficitni SCID mysi),
ptedevsim z divodu produkce monoklonalnich a polyklonalnich protilatek. Pro diagnostické
ucely je kultivace mikrosporidii na zvifecich modelech nevhodnd, nebot’ tato technika je
dostupné pouze v né¢kolika vyzkumnych laboratofi a je ¢asové naro¢na (Franzen et Miiller

1999, Franzen at Miiller 2001).
1.1.7 Léc¢ba mikrospodiiozy

Ze studie Costa et al. 2000, kde byly hodnoceny 1éky pro 1é¢bu mikrospodialnich infekci
u riznych hostiteld, bylo zjiSténo, Ze u pacienti s nemoci AIDS byla velmi ucinna 1écba
antiretrovirovou terapii, jez zvySuje u¢innost kontroly a eradikace mikrosporididzy pomoci
obnoveni funkci imunitniho Systému pacienta. Proti Sirokému spektru mikrosporidii je G¢inny
albendazol, ktery se vaze na B-tubulin, bohuzel vSak neni u¢inny pii infekcich zptisobenych
E. bieneusi neboV.corneae, nebot tubulinové geny téchto mikrosporidii maji
aminokyselinové zbytky, které jsou vuéi albendazolu rezistentni. Mnohé dalsi druhy
mikrosporidii v¢etné E. bieneusi reaguji na fumagillin nebo na syntetické analogy fumagilinu
(napf. TNP-470). Fumagilin cyklohexylamin ve fyziologickém roztoku 1é¢i o¢ni infekce.
V piipad¢é diseminovanych infekci mikrosporidiemi Trachipleistophora nebo Anncaliia je

vhodné uziti Itrakonazolu kombinovanym s albendazolem. (Han a Weiss 2017).
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2 Cile prace

1) Zpracovat literarni resersi o tématu.

2) Pomoci molekularnich metod vySetfit vzorky mozkomiSnich mokt na piitomnost

mikrosporidii rodu Encephalitozoon.
3) Kvantifikovat mnozstvi spor v pozitivnich vzorcich pomoci qPCR.

4) Vyvodit zavery ze ziskanych dat v souvislosti s epidemiologii mikrosporididz.
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3 Material a metody

3.1 MozkomiSni moky

Vzorky mozkomisnich mokt byly pro tuto bakalatskou praci poskytnuty
Fakultni nemocnici Bulovka, oddélenim Kklinické mikrobiologie. Mozkomi$ni moky
poskytnuté pro tuto praci byly nemocnici uchovavany ve zmrazeném stavu po dobu nékolika
meésict po odbéru k piipadné verifika¢ni diagnostice, jedna se tedy o vzorky retrospektivni.
Data o pacientech nejsou z davodu GDPR uvedena. Pro vyzkumné tcely této bakalarské prace

byly nemocnici poskytnuty pouze tdaje o roku narozeni a pohlavi pacienti.
3.2 Koncentrace mozkomiSnich moku — centrifugace

Zmrazené vzorky mozkomiS$nich moku se nechaly za laboratorni teploty rozehfat,
veskery obsah zkumavek byl nésledné¢ piepipetovan do sterilnich laboratornich
mikrozkumavek se Sroubovacim uzavérem o obejmu 2 ml. Vzorky byly poté sto¢eny po dobu
5 minut v centrifuze pii 14000 g. Po centrifugaci byl ze zkumavek mikropipetou odebran
supernatant a z takto pfipravenych vzorkd probchla néasledna izolace DNA mozkomis$niho

moku.
3.3 lzolace DNA z mozkomi$sniho moku

Izolace DNA z mozkomi$niho moku byla provedena pomoci komer¢né dodavaného kitu

DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN).
Pracovni postup:

1) Do 2,0 ml mikrozkumavky na Sroubovaci uzavér se sedimentem z mozkomisnich
moku byly pifidany sklenéné kulicky o velikosti 0,5 mm a 5 zirkonovych kuli¢ek
o velikosti 2 mm, poté bylo piipipetovano 200 pul ATL pufru a obsah zkumavky byl
zvortexovan.

2) Vzorky byly homogenizovany v beadbeateru (MP Fast Prep®-24 Instrument) po dobu
I minuty pii maximalni rychlosti (5,5 m/s).

3) Mikrozkumavky byly zvortexovany, nasledn¢ bylo ke vzorkiim pfipipetovano
20 pl proteinazy K a poté probihala po dobu 1 hodiny pfi teploté 56 °C inkubace
vzorkl v termobloku za pravidelného michani zkumavek v intervalech 10 minut.

4) Po inkubaci bylo ke vzorkim pfipipetovano 200 ul AL pufru, obsah byl zvortexovan.
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5)

6)

7)

8)

9)

Ke vzorkim bylo pfipipetovano 200 ul 96 % EtOH, obsah byl opét zvortexovan
a centrifugovan po dobu 45 s pti 14000 g.

Veskery supernatant byl pfepipetovan na Mini spin kolonu, centrifugovan po dobu
3 minut pii 14000 g a odpad ze sbérné zkumavky byl odebran.

Na kolonu bylo pfipipetovano 500 ul AW1 pufru, probehla centrifugace po dobu
1 minuty pii 14000 g, odpad ze sbérné zkumavky byl odebran.

Dale bylo na kolonu pfipipetovano 500 ul AW2 pufru, probé¢hla centrifugace po dobu
1 minuty pii14000 g, odpad ze sbérné zkumavky byl opét odebran.

Za ucelem odstranéni zbytku AW2 pufru z DNA byly zkumavky opét centrifugovany
po dobu 1 minuty pti 14000 g.

10) Sbérna zkumavka byla vyjmuta.

11) Kolona byla vlozena do nové mikrozkumavky o obejmu 1,5 ml, na membranu kolony

bylo napipetovano 200 ul AE pufru, mikrozkumavka byla inkubovana 1 minutu
za laboratorni teploty a poté centrifugovana 1 minutu pii 14000 g.

12) Ziskana DNA byla skladovana v mraznicce pii -20 °C.

3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Souhrn pouzitych chemikalii pro PCR reakci:

Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio)

10x koncentrovany pufr pro Taq puprle DNA polymerazu (15 mM MgCl., Top-Bio)
Deoxyribonukleosid trifosfaty (INTP's, 10 mM roztok, Top-Bio)

PCR H20 (Top-Bio)

MgCl2 (25 mM, Top-Bio)

BSA (10 mg/ml, Sigma)

Primery (10 uM, Generi Biotech)

Pro metodu nested PCR byly vyuzity dva pary primerd (vnéjsi a vnitini) (Tabulka 1),

pomoci nichz byly amplifikovany pouze sekvence mikrosporidialni DNA. Amplifikovana

byla cela sekvence ITS vcetné casti sekvenci malé (SSU) a velké (LSU) ribozomalni
podjednotky (Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996).
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Celkovy objem reakéni smési (Tabulka 2) byl 50,00 pl pro kazdou PCR a veskeré sady

reakci zahrnovaly pozitivni a negativni kontrolu. Pro pozitivni kontrolu byla pouzita DNA E.

cuniculi genotyp 111, vyizolovana z tkanové kultury Vero E6, ktera je dlouhodobé kultivovana

in vitro v Laboratofi veterinarni a medicinské protistologie BC AV CR.

Tabulka 1: Nukleotidové sekvence specifickych primerti Encephalitozoon spp.

Primarni (vnéjsi) primery (Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996)

INTS80F 5"-TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’
INT580R 5'-TTT CACTCG CCG CTACTCAG -3’

Sekundarni (vnitini) primery (navrzeny v LVMP)

MSP-6A 5'-ATGCTT AAGTCM AAGGGGT -3’
MSP-5A 5'-GTC GCT ATC TAA GAT GAC GC- 3’

Tabulka 2: Reakéni smés pro nested PCR — Encephalitozoon spp. (1 reakce)

Reagencie Zasobni roztoky Primarni reakce Sekundarni reakce
deionizovana H,O — 35,10 pl 35,10 pl
MgCl, 25 mM 1,00 pl 1,00 pl
pufr 10x 5,00 pl 5,00 pl
dNTP’s 10 mM 1,50 pl 1,50 pl
forward primer 10 uM 1,50 ul 1,50 ul
reverse primer 10 uM 1,50 pl 1,50 pl
BSA 10 mg/1ml 2,00 pl 2,00 pl
Taq 5U/ul 0,40 pul 0,40 pl
DNA/PCR produkt — 2,00 pl 2,00 pl
Celkovy objem 50,00 pl 50,00 pl

Amplifikacni program PCR reakce v termocycleru zahrnoval vyuziti techniky

,»horkého startu, kdy pocate¢ni denaturace probihala 3 minuty pfi teploté¢ 94 °C, nasledovalo

35 cyklt, pti nichz byla DNA za teploty 94 °C po dobu 45 sekund denaturovana, poté prob&hlo

nasednuti primert za specifické teploty 55 °C pro primarni a 57 °C pro sekundarni reakci

a to po dobu 45 sekund, nasledovala extenze pti 72 °C po dobu 60 sekund a dosyntetizovani

fetézce za teploty 72 °C po dobu 10 minut.
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3.5 Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy byla zjistovana velikost DNA fragmentti. Agardézovy gel,

jez byl 1%, obsahoval 0,00002 % ethidium-bromidu v 1 ml gelu.

Souhrn pouzitych chemikalii pro gelovou elektroforézu:

1x TAE pufr (24,2% vodny roztok Tris baze, 5,7% vodny roztok ledové kyseliny
octové, 10% vodny roztok 0,5 M EDTA, pH 8,00)

Agardza (Biotech)

Roztok ethidium bromidu v deionizované vod¢ o koncentraci 10 mg/ml (Sigma—
Aldrich)

100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc.)

Pracovni postup:

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)
8)

V Erlenmeyerové banice byla smichdna agar6za s 1x TAE pufrem, roztok byl zahtivan
v mikrovIlnné troubé do uplného rozpusténi.

Erlenmeyerova baika s gelem byla pod tekouci studenou vodou ochlazena na teplotu
cca 60 °C.

Do banky byl pfidan roztok ethidium bromidu.

Agar6zovy gel byl nalit do nosice, do které¢ho byly pfidany hiebeny a gel byl ponechan
ztuhnout.

Ze ztuhlého gelu byly vyjmuty hiebeny a pfipraveny gel byl vlozen do elektroforetické
vany s 1% TAE pufrem tak, aby vytvofené jamky smétovaly ke katodé.

Do prvni jamky v gelu bylo napipetovano 6 pl ladderu a do dalSich jamek 20 pl
sekundarniho PCR produktu, do poslednich tii jamek gelu byly vZdy napipetovany
2 pozitivni kontroly a jedna negativni kontrola.

Elektroforéza probihala pfi 110 V, dokud nedoslo k separaci vSech fragmenti.

Vysledky elektroforézy byly zhodnoceny po prosviceni gelu pomoci transiluminatoru.

3.6 Extrakce DNA z gelu

Izolace DNA z agar6zového gelu byla provedena pomoci komeréné dodavaného kitu

GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich).
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Pracovni postup:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

Z agardzového gelu byl Cistym skalpelem vytiznut DNA fragment, ktery byl nasledné
vlozen do ¢isté mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky s fragmentem gelu bylo piipipetovano 500 pl Gel Solubilization
Solution.

Gel s roztokem byl inkubovan v termobloku pfi 50 °C po dobu 10 minut
za pravidelného michani zkumavek v intervalech 2-3 minut do UpIného rozpusténi
gelu.

Dale byla v termobloku pfi 65 °C ikubovédna voda na eluci.

Mezitim bylo na Mini spin kolonu napipetovano 500 ul Column Preparation Solution,
kolona byla nasledn¢ centrifugovana pti 14000 g po dobu 1 minuty.

Po rozpusténi inkubovaného gelu bylo do mikrozkumavky pfipipetovano 150 pl
isopropanolu a obsah zkumavky byl fadn€ promichén.

Veskery objem vzorku byl pfepipetovan na kolonu a centrifugovan pti 14000 g
po dobu 1 minuty, odpad ze sbérné zkumavky byl odebran.

Na kolonu bylo ptipipetovano 700 pul Wash Solution G, probéhla centrifugace po dobu
1 minuty pii 14000 g, odpad ze sbérné zkumavky byl opét odebran.

Zaucelem odstranéni zbytkti roztokd byla kolona v centrifuze stocena na prazdno opét
po dobu 1 minuty pti 14000 g, poté byla zkumavka v centrifuze oto¢ena o 180°

a znovu centrifugovana po dobu 3 minut pii 14000 g.

10) Sbérna zkumavka byla vyjmuta a kolona byla vloZena do nové mikrozkumavky.

11) Pomoci napipetovani 30 pul PCR vody ptfedehiaté na 65 °C na stfed kolony byla

provedena eluce.

12) Vzorek byl 1 minutu inkubovan a poté byl na 1 minutu zcentrifugovan pti 14000 g.

3.7 Sekvenace

S pomoci ABI BigDye Termitor v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130

za pouziti sekundarnich primerti v komerénich firmach (SeqMe, Dobiis, Ceska republika;

nebo Eurofins, Praha, Ceska republika) bylo provedeno sekvenovani sekundarnich produkti

PCR.

Vysledné sekvence byly spojeny pomoci programu ChromasPro (Technelysium, Ptym

Ltd, Jizni Brisbane, Australie), dale zpracovany v programu BioEdit Sequence Alignment

Editor (Ibis Biosciences) a porovnany se sekvencemi uloZzenymi v GenBank.

20



3.8 Kvantitativni Real-Time PCR (qRT PCR)

Pocet spor E. cuniculi v ziskanych vzorcich mozkomisnich mokt byl stanoven pomoci
kvantitativni Real-Time PCR za vyuziti specifickych primera (Tabulka 3), které amplifikuji
¢ast genu kodujici malou podjednotku rRNA Encephalitozoon spp., a specifické TagMan
proby (268 bp; Wolk et al. 2002). V Tabulce 4 jsou uvedeny reagencie a jejich objemy
pro jednu reakéni smés qRT PCR. Reakce probihala na piistroji Light cycler 480 (Roche).
Monitorovani a vyhodnoceni reakce bylo provedeno pomoci programu Light cycler 480
Software Release 1.5.0 SP4 (Roche).

Pro vyhodnoceni vysledki byla sestrojena kalibra¢ni ktivka, kterd byla vytvotfena
na zakladé zndmého poétu spor (10° - 108) z pfedem vyizolované DNA mikrosporidie rodu

E. cuniculi genotyp II (Mynafova 2015).

Amplifika¢ni program pro Real-Time PCR byl sloZen z po¢ate¢ni denaturace pii 95 °C
po dobu 3 minut, dale amplifikace slozené ze 45 cyklu (zahrnujicich denaturaci pii 95 °C
po dobu 45 s, nasedani primera pii teploté 60 °C po dobu 10 s a extenzi pii 72 °C po dobu
16 s), zavérecné extenze V rozmezi teplot 55-85 °C trvajici 16 s rychlosti 20 °C/s a chlazeni

40 °C po dobu 30 s (Wolk et al. 2002).

Tabulka 3: Nukleotidové sekvence specifickych primert a préb:

Encephalitozoon spp. (Wolk et al. 2002)

Forward primer 5'-GTC CGT TAT GCC CTG AGA -3’
Reverse primer  5'- ACA GCAGCCATGTTACGACT -3’

Proba 5'-red 640-TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG
TC -phosphate-3’
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Tabulka 4: Reakéni smés pro Real-Time PCR (1 reakce)

Reagencie Objem
Deionizovana H,O (Top-Bio) 5,0 ul
Proba (10 uM) (Generi Biotech) 0,5 ul
FastStart Universal Probe Master 2% 125 ul
(Roche) ~

Forward primer (10 uM) (Generi Biotech) 1,0 ul
Reverse primer (10 uM) (Generi Biotech) 1,0 ul
DNA 5,0 ul

Celkovy objem 25,0 pl

Kazda série vzorki uréenych k analyze DNA pomoci metody Real-Time PCR
zahrnovala negativni kontrolu. Jako standardy byly pouzity vzorky E. cuniculi o koncentraci
1,0x10%. Vzorky byly testovany v triplikitech. Pro vypocet koncentrace spor na 1 ml

mozkomisniho moku byla pouzita automaticky odecitand hodnota CT (treshold cycle).
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4 Vysledky

Vzorky byly odebrany 211 pacientiim ve vékovém rozmezi od 2 do 81 let. Celkem 115
odebranych vzorku patfilo muzim, jejich vékové rozhrani se pohybovalo od 4 do 81 let,

zbylych 96 vzorku pattilo Zenam, jejichz vékové rozhrani bylo mezi 2 az 80 lety (Tabulka 5).

Tabulka 5: Charakteristika vySetfované skupiny

Pohlavi Pocet pacientli Vék (roky) Median (roky)
3 115 4-81 34,0
P 96 2-80 335
Celkem 211 2-81 34,0

Z celkového mnozstvi vzorkt bylo 6 pozitivnich. Jeden pozitivni vzorek pattil muzi a pét
zenam. Koncentrace spor ve vzorcich se pohybovala v rozmezi od 3 do 50 spor na 1 ml vzorku.
Vék infikovanych jedincii se pohyboval od 13 do 75 let. Ctyii ze Sesti pozitivnich vzork byly
uspésné osekvenovany, detekovan byl Encephalitozoon cuniculi genotyp 1. Bohuzel u dvou
vzorki se nepodafilo i ptes pozitivni vysledek g-PCR naamplifikovat produkt konvenéni PCR.

Vysledky jsou zaznamenany v Tabulce 6.

Tabulka 6: Vyskyt mikrosporidii rodu Encephalitozoon cuniculi ve vySetfovanych

vzorcich mozkomi$nich moku

Koncentrace  Vék

(spor/ml) (roky) Genotypizace

Pohlavi Pocet pacienti Pocet pozitivnich (qPCR)

3 115 1 3,0x10° 63 E. cuniculi 1l
5,7x10° 13 E.cuniculi Il
10,0x10° 32 -

Q 96 5 1,1x10! 45  E. cuniculi Il
5,1x10* 48  E.cuniculill
3,0x10° 75 -

Celkem 211 6
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5 Diskuze

Mikrosporidie jsou jednobuné¢ni, vSudypfitomni paraziti pieZzivajici mimo
hostitelskou bunku ve stadiu spory. Mikrosporidie infikuji Siroké spektrum hostitelti, mimo
jiné i ¢lovéka. K nékaze témito organismy dochéazi predevsim ze zdroji kontaminované vody
(uzitkové 1 pitné€), zpotravin (at’ uz tepelné zpracovanych ¢i nikoliv) nebo pomoci
kontaminovaného aerosolu. U lidi je nejlépe popsanym druhem téchto organismt
Encephalitozoon cuniculi, ktery infikuje rozsahlé spektrum obratlovcu i bezobratlych (Sak et
al. 2022, Han et al. 2021)

Piestoze jsou mikrosporidie mali intracelularni paraziti, jsou schopni i pfes jejich
velikost zpusobit rozsdhlé infekce béhem nékolika dni. Dosud neni zndm piesny
mechanismus, jakym se mikrosporidie dostavaji béhem akutnich infekci ke svym cilovym
tkanim. Diseminovand mikrosporididéza byla zaznamenana napt. v kloubech pacientl, ktefi
podstoupili operaci kloubni nahrady. Touto otazkou se zabyvala studie Kicia et al. (2018), pii
niz bylo na ptitomnost Encephalitozoon spp. vysetfeno 53 imunokompetentnich pacientu,
Z nichZ 23 bylo po revizi a 30 po primarni endoprotéze kycelniho kloubu. VySetfovana byla
periproteticka tkan, mocové sedimenty a stolice pacientd. Klinické ptiznaky mikrosporidiozy
se neprojevovaly u zadného z nich. Pozitivni periprotetickou tkan na pfitomnost mikrosporidie
Encephalitozoon mélo 10 pacientti, z nichz 9 bylo po revizi a 1 po primarni endoprotéze
kycelniho kloubu. Vzorky stolice a moc¢i mélo pozitivnich 8 pacientl, 7 pozitivnich vzorki
pochézelo z moci a 1 ze stolice. Z vysledki této studie vyplyva, ze latentni mikrosporididza
by mohla zplisobovat osteolyzu periprotetické tkan€, jez nasledné vede ke ztraté stability
implantatu. Odhaleni pficiny infekce tkané v okoli ortopedického implantatu a v€asna 1écba
je velkou vyzvou pro 1ékaie vzhledem k moznému vyskytu chronického zanétu v téle pacienta
a tim zvySujicimu se riziku morbidity, ale také vzhledem k tomu, ze diky stale Cast&jS$im
operacim kloubnich implantati se v blizké budoucnosti ocekava vyznamny nartist vyskytu

infekei v téchto oblastech.

Objasnénim mechanismu dosazeni zanétlivych lozisek se zabyvala studie Sak et al.
(2022), ve které byly testovany souvislosti indukce zanétu u experimentalné infikovanych
imunokompetentnich BALB/c a imunodeficitnich SCID mysi. U imunokompetentnich
I imunodeficitnich SCID mysi byla zjisténa pozitivni souvislost mezi indukci zanétu
anaristem poctu mikrosporidii v mistech probihajictho zanétu. Z vysledkli tohoto
experimentu vyplyva, ze buniky imunitniho systému, spojené s prozanétlivymi imunitnimi
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reakcemi, mohou ptes celé télo smérem k ohnisku zanétu jako nosiCe transportovat
mikrosporidie. Pritomnost mikrosporidii v mistech zanétu byla potvrzena na zaklad¢ jejich
vyskytu v zanicenych tkanich. Souvislost mezi prozanétlivymi imunitnimi reakcemi
a rozvojem mikrosporididézy v mistech probihajicich zanéti je podstatné objasnit pro nasledné

vhodné terapeutické metody zvolené pii 1écbé pacientti s akutni mikrosporidialni infekei.

Prestoze mikrosporidioza je vzhledem k publikacim o této problematice detekovana
predevsim u imunodeficitnich pacientti (nejCastéji u HIV pozitivnich), nemusi to znamenat,
7e zdravi jedinci nejsou témito patogeny také ohrozeni. Ve studii Sak et al. (2011a) byla
potvrzena pritomnost latentni mikrosporidové infekce témer u vSech zdravych testovanych
jedinct. Testovany byly vzorky stolice, moci a krevniho séra od patnacti zdravych lidi ve véku
22-56 let po dobu tii mésici. Vzorky byly testovany pomoci metody IFA na ptitomnost
specifickych antimikrosporidiovych protilatek. U ctrnacti jedinch byly tyto protilatky
zaznamenany. NejCastéji  byly detekovany mikrosporidie Encephalitozoon  spp.
a Enterocytozoon bieneusi. Tyto vysledky poukazuji na skute¢nost, Ze i zdanlivé zdravi
jedinci mohou byt infikovani mikrosporidiemi, byt nevykazuji zadné klinické ptiznaky.
Na zakladé tohoto vyzkumu muizeme fici, Ze s rostoucim vekem lidi roste i riziko vyskytu
nakazy. Rovnéz zde vyvstava otazka, zda by infekce v piipadé poklesu imunity a nasledné
reaktivace latentni mikrosporidiozy mohla vést ke zhorSeni zdravotniho stavu, ktery by jedince

mohl ohrozit na zivoté (Sak et al. 2011a,b, Ditrich et al. 2011).

V této studii byl prokazdn vyskyt mikrosporidii u 3 % testovanych vzorki
mozkomisniho moku od 211 pacienti nemocnice Bulovka. Ackoliv je pocet infikovanych
jedincti zdanlivé nizky, nejedna se o malou ¢i zanedbatelnou Cetnost vyskytu onemocnéni.
Pozitivni vysledky pfitomnosti mikrosporidii u 6 jedincti poukazuji na zvysujici se prevalenci
latentni mikrosporidiozy S vékem pacientd, coz je ve shodé s vysledky Sak et al. 2011a. Také
je dilezité brat v potaz, ze na mikrosporidiozu byli testovani pouze pacienti jedné nemocnice
a do vyzkumu byly pouzity pouze vzorky mozkomisniho moku. V piipadé, ze by testovani
vzorki na mikrosporidiézu bylo napf. zmoci ¢i stolice od pacientll s urologickymi
¢i gastrointestinalnimi problémy, mohli bychom ocekavat daleko vyssi vyskyt pozitivnich
vysledki. Nicméné piitomnost mikrosporidii v mozkomisnich mocich pacientii predstavuje
potencialné zavazny stav, my bohuzel na zakladé neposkytnutych anamnéz pacientd
nemuzeme vyvozovat zadné souvislosti s klinickym stavem pacientti a diivody odbéru vzorkt
mozkomisnich mokt zlstavaji neobjasnéné. Lze ale predpokladat, ze by Vv nékterych
ptipadech mohla existovat souvislost mezi potizemi pacientli a pritomnosti mikrosporidii
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v moku, podobné¢ jako tomu bylo ve studii Ditrich et al. (2011)., kde byl zaznamenan piipad
pacienta po infarktu myokardu s hemiparézou a diabetem mellitus 2. typu, ktery pacientovi
zpusoboval ¢asteCnou imunosupresi. Po vysetfeni mozkomiS$niho moku, Které vyloucilo
bakterialni ¢i virovy pivod nakazy, byla zjisténa piitomnost mikrosporidii a lokalizovana
abscesova dutina v pravém frontalnim laloku. Vysetfeni extrahovaného hnisu z abscesu
odhalilo pritomnost mikrosporidii rodu Encephalitozoon cuniculi genotyp I, pfestoze pacient

netrpél zadnymi klinickymi piiznaky mikrosporidialni infekce.

Hlavnim cilem této prace je rozsitit povédomi o latentni mikrosporididéze predevsim
Vv 1¢karské komunité. Zdanliveé nizka Cetnost vyskytu tohoto onemocnéni je zptisobena pouze
nizkym poctem vySetfovanych pacientli s nespecifickymi a obtizné diagnostikovatelnymi
ptiznaky infekei. U imunokompetentnich jedincti je pomoci jiz zminéné sérologie (Sak et al.
2011a) prokazan také vysoky vyskyt latentni mikrosporidiozy, avsak nezptsobujici zadné
klinické projevy, I proto u zdravych jedincu zustava tato infekce neodhalena. Dulezitym
zaveérem vyplivajicim z celého vyzkumu je, ze zvySujici se prevalence mikrosporidiovych
infekci by nemusela mit vazné klinické dopady na infikované jedince, ptipadné by byl jejich
zdravotni stav vyrazné zlepSen, pokud by byli pacienti na mikrosporidiézu testovani

preventivné a byli by zavc¢asu 1é¢eni piislusnymi medikamenty.
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6 Zavéry

Tato prace se zabyvala diseminovanou latentni mikrosporidiézou jako plvodcem
skrytych infekci zpiisobujici fadu zavaznych onemocnéni s nespecifickymi piiznaky.
Pfi nevcasné 1é¢bé mohou byt tato onemocnéni smrtelna.

Na latentni mikrosporidiovou infekci bylo pozitivnich 6 vzorkti mozkomisnich moki
pacienti Z celkového poctu 211. Pfitomnost mikrosporidialni DNA ve vzorcich

mozkomi$nich moku byla tedy potvrzena u 3 % pacientd, coz rozhodné neni zanedbatelné

mnozstvi, poukazuje to na nedostatecnost rutinnich vySetfeni a mélo by nam to byt vystrahou.
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