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Abstract

The main objective of this study was to establish the rate of occurrence of
opportunistic parasites in patients with bone-marrow transplants. As a result of reduced
immunity due to immunosuppresive therapy, these patients are more susceptible to
multiple infections, in particular to infections caused by opportunistic parasites.

The parasites were detected using MIFC sedimentation, staining according to
Milacek-Vitovec and Calcofluor staining. These methods were used to investigate a
total of 100 samples, of which 4 were positive for the presence of microporidia. The
presence of microsporidia in the four samples was confirmed with polymerase chain
reaction (PCR). Occurrence of other opportunistic parasites was not confirmed.

Microsporidia were found in 7,4 % of patients with bone-marrow transplants.

This fact was rather surprising as the increasing number of patients with
suppressed immunity is associated with increased occurrence of these opportunistic
parasites as well.

The results of this research might be used not only as educational material for
the undergraduates of the Faculty of Health and Social studies, but also for the public

concerned with this issue.
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Uvod

Oportunni parazité jsou povazovani za patogenni organismy, protoze mohou
zplisobovat zadvazna onemocnéni u osob se snizenou obranyschopnosti napf. u pacientl
s AIDS a u pfijemct transplantovanych organi. Jedinci, ktefi maji sniZenou
obranyschopnost, jsou nachylnéjsi k infekcim.

Prevence a lécba oportunnich infekci je velmi dilezita, kvili neustdle se
zvysSujicimu vyskytu imunosuprimovanych jedinca.

Tato prace se snazi ukdzat na mozna rizika vyplyvajici z ndkazy témito
oportunnimi parazity a na vliv imunosupresivni 1écby u pacientd po transplantaci kostni

dfené.



1. Soucasny stav

1.1 Imunitni systém a transplantace

Hlavnim cilem pfenosu tkani nebo organt (transplantace) je nahrada nefunkéni
tkan€ ¢i organu piijemce za zdravi ekvivalent.

Darce, ze kterého pochdzi transplantovany organ ¢i tkan (Stép) muze vyvolat u
pfijemce reakci imunitniho systému a zpusobit tak odhojeni (rejekci) transplantétu,
ktery je vniméam jako cizi. Imunokompetentni buniky imunodeficitniho pfijemce mohou
ve Sté€pu reagovat s tkanémi piijemce a vyvolat tak reakci proti hostiteli (GvH-graft
versus host) (Hotejsi et Bartinkova, 2005).

Pfenos Stépu z darce na piijemce se muze uskutecnit tfemi zpusoby.
Autotransplantaci, béhem které dochazi k pfenosu tkané v ramci jednoho jedince, pfi
niz nedochdazi k indukci odhojovaci reakce. Dal§im pfenosem a zaroveil nejcastejSim, je
ptenos z jednoho jedince na druhého, kdy se jedna o tzv. alogenni transplantaci. Zde je
vSak indukovéana odhojovaci reakce v dusledku neshody ve vybavé HLA darce a
ptijemce. Posledni moznosti je pfenos z jiného zivocisného druhu na cloveka-
xenotransplantace. Ta se vSak v klinické praxi vyuziva vyjimecné (Krejsek et Kopecky,
2004).

Hlavnim ucelem transplantace kmenovych bunék je nahradit abnormalni nebo
nefunkéni krvetvorbu. Tento typ transplantace je vSak velmi naro¢ny z hlediska
imunodeficience. Hlavni problém piedstavuji infekce, které jsou nejcastéjsi pricinou
smrti.

Pacienti po transplantaci kostni dien¢ jsou citlivéjsi k nejriznéj§im typim infekcim,
a to predevSim kinfekcim vyvolané oportunnimi  mikroorganismy. U
posttranplantaéniho imunodeficitu se miZeme setkat s Sirokym spektrem infekci
vyvolanych bakteriemi, viry, houbami a parazity. Pfi bunéném imunodeficitu se
muzeme setkat pfedevSim s cytomegalovirovymi, herpetickymi a adenovirovymi
infekcemi. Pii dlouhodobé bunééné imunodeficience se pfipojuji aspergildzy,

kandidozy, kryptosporidiézy aj. V pfipadé¢ alogennich transplantaci se projevy



imunodeficience mohou prohlubovat pti akutni reakci $tépu proti hostiteli a jeji 1écbé
(Bartinkova et al., 2007).

Organové¢ transplantace ptredstavuji jinou situaci, nebot’ zde nedochazi k napravée
porusené imunity, ale o zdmérné navozenou imunosupresi, jeZ ma potlacit reaktivitu
jinak zdravého imunitniho systému piijemce, aby nedosSlo k imunitni reakci proti
transplantatu.

Vlivem imunosepresivni 1éCby jsou projevy imunodeficience u organovych
transplantaci mnohem vyraznéjsi. Imunosupresiva zasahuji predevSim T lymfocyty,
které potlacuji bunkami zprostiedkovanou imunity, coz ma za nasledek vznik

oportunnich infekei (Bartiiikova et al., 2007).

1.2 Parazitizmus

Parazitem je nazyvan zivociSny organismus, ktery se po cely zivot nebo po urcité
zivotni obdobi vyskytuje v téle nebo na téle hostitele, ktery mu poskytuje ochranné
podminky a latky potfebné k vyzivé a k mnozeni. Paraziti ¢lovéka se nachazeji mezi
helminty, ¢lenovci a protisty (Jira, 2009).

Protisti a helminti se uplatiiuji jako endoparazité, kteti nejcasteji osidluji télni dutiny
a tkané. Clenovci se uplatiiuji jako ektoparazité, kteii nejéast&ji parazituji na t&lnich
povrsich, kde piisobi jako trapi¢i ¢lovéka nebo prenaseci.

Vzijemné plsobeni parazita a hostitele je velmi slozité. Na jejich vzijemném
souziti Casto zavisi patogenita parazitli pro hostitele, kterd je dana vlivem samotného

parazita, ale 1 reakci organismu hostitele na jeho pfitomnost (Bednar et al., 1998).

1.2.1 Oportunni parazitizmus

Oportunni parazité jsou povazovani za patogenni organismy, protoze mohou
zpusobovat zévazna onemocnéni (Franzen et Miller, 2001) u osob se snizenou
obranyschopnosti napf. u pacienti s AIDS a u pfijemct transplantovanych organi
(Didier et al., 2000). Jedinci, ktefi maji sniZenou obranyschopnost, jsou nachylné&jsi
Kk rirznym infekcim (Wynn et al., 2004). Prevence a 1é¢ba oportunnich infekci je velmi

dalezita, kvuli neustale se zvySujicimu vyskytu imunosuprimovanych jedinct



(Rotterdam et Tang, 1994). Pacienti s buné¢nou imunitni dysfunkci jsou nejcastéji
infikovani fadou virovych infekci, v€etné skupin intracelularnich bakterii a plisni.
Pacienti s primarni poruchou humoralni imunity, jsou casto infikovani bakteriemi, ale 1
stfevnimi parazity, jako napi. Giardia lamblia. Pacienti s fagocytarni poruchou jsou
obzvlasté¢ nachylni k infekcim zplisobené G™ bakteriemi a plisnémi. NejCastéjsi
oportunni organismy, které muizeme vidét u imunosuprimovanych jedinct jsou
Pneumocystitis jiroveci, Aspergillus, Candida, a cytomegalovirus (Algar et Novelli,
2007), Cryptosporidium spec. div., Isospora belli, Cyclospora cayetanensis,

Toxoplasma gondii a jiné (Jira, 2009).

1.2.2 Kryptosporidie

Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium hominis a dalsi druhy kryptosporidii,
jako C. meleagridis, C. muris, C. suis aj. (Jira, 2009) patii do rodu Cryptosporidium,
tiidy Apikomplexa (Spano et Crisanti, 2000). Mezi nejvyznamnéj$i druhy
kryptosporidii patii C. parvum a C. hominis.

Cryptosporidium hominis byl povazovan za lidsky genotyp C. parvum (Volf et al.,
2007). Tento druh je specializovany na ¢lovéka, ale vzacné se mize vyskytovat i u
jehnat, telat a opic. Pro clovéka je velmi virulentni, s vysokym potencidlem
interhumdnniho pfenosu. Tento druh je na naSem uzemi vzéacny, Castéji se vyskytuje
v zapadni Evropé (napf. v Britanii) nebo v USA. Predstavuje velké riziko pro
imunokompetentni i imunodeficitni jedince (Ditrich, 2005).

Cryptosporidium parvum zahrnuje pedevsim tzv. genotyp II (bovinni) a fadu jinych
genotypu, které jsou vtomto druhu zafazeny. Cryptosporidium parvum je druh
Clovéka a jiné. Kvili snadnému experimentdlnimu pienosu je nejlépe prozkoumany
druh a tyka se jej vétSina informaci o imunitni odpovédi a biochemickych cyklech apod.
Vyskytuje se bézné na nasem zemi, je rozSifen v chovech hospodaiskych zvitat.
Prevazuje mezi izolaty ziskanymi z Cloveéka, zejména u déti. Tento druh pfedstavuje

pomérné velké riziko pro imunokompetentni 1 imunodeficitni jedince (Ditrich, 2005).
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Kryptosporidie jsou obligatni stfevni paraziti, ktefi nejcastéji napadaji travici
(Carey, 2004), dychaci trakt a ojedinéle se mohou vyskytovat i v jinych organech (Volf
etal., 2007).

Infekce zacind po spolknuti oocysty hostitelem. Kazdd oocysta obsahuje Ctyfi
pohyblivé sporozoity, které naslednou excystaci v tenkém stievé (Kuhls, 2000) adheruji
k mikroklkiim enterocytii. Béhem asexudlniho mnozeni neboli merogonii dochazi
k déleni mnohojaderného merontu (Volf et al., 2007), ze kterého vznikd meront 1. typu
s 8 merozoity, ktefi po protrzeni hostitelského enterocytu napadaji dalsi stievni buiiky, a
meront II. typu obsahujici pouze 4 merozoity II. generace.

Gametogonie je stddium mnozeni, kdy se vytvafeji nezralé gametocyty, které se
nasledné meéni na zralé samici makrogamonty a sam¢i mikrogamonty (Myint et Cann,
1984). Sporulace za¢ina po splynuti sam¢i a samici gamety, kdy vznikd zygota, z ni
oocysta, v niz se vytvaii sporocysta obsahujici 4 sporozoity a jedno zbytkové télisko.
Zrala oocysta neobsahuje zadné sporocysty, mikropyle, Stiedovo télisko ani sporocysty.
Oocysty jsou vyluCovany ve stolici (Jira, 2009).

Vyvoj kryptosporidii je spojen se sliznicnimi povrchy, takze mistni imunitni reakce
se vazi na slizniéni lymfatickou tkan (MALT-mucosa-associated lymphoid tissue).
Vzhledem Kk jejich vyjime¢né intarcelularné-extracytoplazmatické lokalizaci se imunitni
odpovéd’ 1i8i od mechanismil jinych intaceluldrnich paraziti. Mechanismy ochrany
sliznic jsou zprostiedkovany lektinem (MBL-mannose binding lectin). Pfi deficitu
tohoto lektinu u osob s HIV+/AIDS vede ke zvySenému riziku nakazy. U nemocnych
s HIV+/AIDS klesa pocet CD4+ lymfocytd a stoupa tak vnimavost k ndkaze (Jira,
2009).

Stfevni infekce se projevuje nekrvavymi vodnatymi prijmy (Bednar et al., 1994)
obvykle byva doprovazena zvracenim, kieCemi v podbiisku a malabsorpci (Graaf et al.,
1999). Mezi ohrozené osoby patfi jedinci s primarnimi imunodeficiencemi,
S malignitami, nemocni po transplantaci kostni diené¢ a solidnich organi, déti
s malnutrici (Jira, 2009). U imunokompromitovanych pacientti, ktefi podstoupili
transplantaci solubilnich orgdnt nebo transplantaci kostni diené (Karp et Colebunders,

2006) se riziko nakazy vyrazné zvySuje, pokud dojde k odhojeni organu vlivem
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agresivni 1écby (Hicks et al., 2007). U imunodeficitnich HIV+ pacienti (Abdo et al.,
2003) dochazi k trvalému onemocnéni, které se podili na rozvratu elektrolytové
rovnovahy, dehydrataci a hubnuti (Bednai et al., 1994). Nejcastéji je postizeno tenké
stievo, také hltan, jicen, zaludek a tlusté stievo.

Nékaza se Sifi fekalné-oralni cestou nebo vdechnutim oocysty. Infekéni davka
predstavuje 10-100 oocyst. Imunodeficitni jedinci mohou denné vyloucit az miliardu
oocyst. Za rizikové se povazuji osoby s dysfunkcemi imunity, hospitalizovani nemocni,
zdravotnicky personal, homosexudlové a osoby s HIV+/AIDS, jejichz pocet T
lymfocytd CD4+ je nizsi nez 100x10%I. U osob s deficitem T lymfocytii dochazi
k atrofii mikroklkl, hyperplazii krypt a erozi stfevniho epitelu (Jira, 2009). Néakaza
indukuje stfevni zanétlivou reakci se zvySenym poctem lymfocytl, makrofagh a
plazmocytii (Karp et Colebunders, 20006).

Kryptosporidioza je pfi¢inou prijmového onemocnéni po celém svété. Priznaky
mohou byt mirné az tézké zavaznosti (Karp et Colebunders, 2006), zaviseji na misté
infekce, vyzivovych navycich a na imunitnim stavu hostitele (Chalmers et Davies,
2010). Diagnostika je zaloZena na prikazu oocyst ve stolici v sedimentu nebo
V nativnim preparatu. Za spolehlivou metodu se uvadi PCR, kterou mizeme rozliSovat
genotypy kryptosporidii a mize byt pouzita jak pro environmentalni, tak i pro klinické
analyzy (Bednaf et al., 1994).

Lécba kryptosporididzy neni dosud pfesné¢ zndma. U imunosuprimovanych
pacientl se nejCasteji vyuziva paramomycin a azithromycin (Jira, 2009), s pochybnym

ucinkem.

1.2.3 Isospora belli

Isospora belli je jednobunéény parazit, nalezici do Celedi Sarcocystidae, ktery se
vyskytuje pouze u ¢lovéka (Myint et Cann, 1984). Merogonicka a gametogonicka stadia
probihaji v buiikdch epitelu tenkého stfeva (Walther et Topazian, 2009), kde se
nachazeji asexudlni i sexudlni formy (Dillingham et al., 2006), které jsou situovany
Vv parazitoforni vakuole (Veldsquez et al., 2001). Ke sporulaci dochazi ve vné&jSim

prosttedi, ale 1 ve stfevé hostitele. Vnitini formy se nachazeji v enterocytech lemujici
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klky tenkého stieva (Jira, 2009). Ve stolici se vylucuji plné vysporulované oocysty,
které maji elipsovity tvar a méti 20-33um (Jirovec et al., 1977). Sporocysta obsahuje 4
sporozoity a zbytkové télisko. Opakovanim merogonického a gametogonického stadia
ve stfeve se vysvétluje chronicky prabeh nékazy.

Nékaza je vidét nejcastéji u imunokomprimovanych jedinct (Jira, 2009). Zptsobuje
chronické (Velasquez et al., 2001), vodnaté prijmy u pacienti s AIDS, u pacientli po
transplantaci (Atambay et al., 2007) a u déti s malnutrici (Pickering, 1991). Nakaza je
spojena se zmeénami struktury sliznice, se snizenim mikroklki a hypertrofii krypt (Serra
et Jani, 2006). U imunokompetentnich jedinct se ndkaza projevuje bezptiznakové nebo
po inkubacni dob¢ se objevuje gastroenteritida s mirnymi prijmy (Jira, 2009). Tkanové
cysty se nachézeji v lymfatickych uzlinach, v jatrech a ve slezin€ (Resende et al., 2009).
Nakaza se S§ifi fekalné-oralni cestou nebo kontaminovanou potravou (Jira, 2009) a
vyskytuje u homosexualii (Kobayashi et al., 1985) nebo u cestovateli (Walther et
Topazian, 2009).

Diagnostika spociva v nélezu prithlednych oocyst, které obsahuji dvé sporocysty ve
stolici. Oocysty se podle Ziehla-Neelsena barvi ruzové a fluorescenénim barvenim
UVITEX 2B se barvi svétle modte.

K 1é€bé 1zospordzy se nejCastéji vyuziva kotrimoxazol, nebo kombinace

pyrimethaminu a sulfadiazinu (Bednaf et al., 1994).

1.2.4 Cyclospora cayetanensis

Cyclospora cayetanensis je stfevni kokcidie (Chacin-Bonilla, 2010) blizce
ptibuzna rodu Eimeria. Cyclospora cayetanensis se nachazi v enterocytech duodena,
jejuna a ve zlucovych cestach (Shields et Olson, 2003). Po spolknuti oocyst dochazi
k excystaci. Vyvojovy cyklus je zahajen sporulaci oocyst, ze kterych vznikaji dvé
sporocysty, z nichz kazdd obsahuje dva sporozoity. Uvolnéni sporozoiti napadaji
enterocyty v tenkém stieve.

Sporulace zahrnuje asexudlni 1 sexualni fazi mnozeni. Endogenni sporulace

probiha v jejunu a je situovadna v parazitoforni vakuole. Exogenni sporulace probiha
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mimo hostitele (Percival et al., 2004). Oocysty jsou vylu¢ovany neinfekéni ve stolici
(Dillingham et al., 2006).

Cyclospora cayetanensis je lidsky patogen podilejici se na onemocnéni
gastrointetinalniho traktu (Alakpa et al.,, 2002). Klinicky se onemocnéni muze
projevovat asymptomaticky i symptomaticky. Pfiznaky jsou spojeny se stfevnimi
zanéty, s patologickymi zménami a malabsorpci. U pacientii s imunitni dysfunkci
dochazi k dlouhotrvajicim vodnatym prijmim, nevolnosti, bfisSnim kieCim a
nechutenstvi (Ortega et al., 1998).

Riziko infekce u pfijemce transplantatu zahrnuje dva hlavni faktory. Jedna se o
epidemiologickou expozici pacienta a stav imunosuprese (Fishman et Ramos, 2005).
Nakaza postihuje déti a dospé€lé po celém svété. Cyclospora cayentanensis byla popsana
v Severni, Stfedni a Jizni Americe, Karibiku, Africe, Bangladési, Jihovychodni Asii,
Australii, Anglii a vychodni Evrop& (Ortega et al., 1998). Sifi se fekalng-oralni cestou
(Mansfield et al., 2004) prostfednictvim oocyst z kontaminované vody nebo potravy.
Cyclospora cayentanensis je vyznamnou pii¢inou cestovatelskych priajmu.

Prevalence spo¢iva v omezeni Sifeni oocyst C. cayetanensis v zivotnim prostiedi
a ve zlepSeni hygienickych navykt (Chacin-Bonilla, 2010).

Diagnostika je zaloZzena na mikroskopickém prikazu oocyst ve vySetfované
stolici a na pouziti vhodné barvici techniky (Mansfield et al., 2004).

K 1é¢bé cyklosporididzy se nejcastéji pouziva trimethoprimem-sulfamethoxyzol
(William et Petri, 2003).

1.2.5 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii je unikatni intracelularni parazit (Miller et al., 2009), jehoz
vyvojovy cyklus zahrnuje nékolik forem vyvojové fady a je charakterizovan stfidanim
hostitele kone¢ného, jimZ je nejcastéji kocka domaci a mezihostitelé, které mohou
pfedstavovat rtizné druhy obratlovcii a savci vcetné Cloveka (Jira, 2009). Infekéni
formou je odolnd oocysta vytvarejici se pouze ve stievé nakazené kocky domadci, ktera
je vyluéovana ve vykalech. Cerstvé vylou¢ena oocysta neni infekéni, dozrava az po

né&kolika hodinovém pobytu na vzduchu. Clovék se infikuje pozienim zralé oocysty &i
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pseudocysty v mase mezihostiteld obvykle alimetarni cestou nebo piechodem
vyvojovych forem parazita pies placentu. Ve stievé infikovaného jedince se z oocysty
aktivné uvolnuji sporozoiti o velikosti 2-8um, které pronikaji do tkani oka, mozku a
svalstva, kde se aktivné mnozi. Vznikaji tkanové cysty obsahujici velké mnozstvi
cystozoitl. Tkanové cysty jsou schopné dlouhodobé prezivat v téle hostitele, ale i mimo
néj (Bednai et al.,, 1994). Toxoplasma gondii je neobvykly tim, ze jeho Sifeni
nevyzaduje pruchodu definitivnim hostitelem (Halonen et Weiss, 2009), kde je jeho
vyvojovy cyklus dokonéen (Bednaf et al., 1994). Toxoplasma gondii podnécuje B
bunky k sekreci imunoglobulint tfidy IgG, IgM, IgE a dale IgA, ktery tlumi prinik
parazitl sliznicemi. Tato protilatkova imunitni odpovéd’ je G€innad pouze v akutni fazi
infekce, hlavni Ulohu v obrannych reakcich tvoii T buiky, zejména INF-y, ktery
aktivuje antitoxoplazmové efektorové mechanismy (Jira, 2009).

Toxoplazmédza zpuisobuje zdvazné komplikace v t€hotenstvi, které mohou vést
k malformaci plodu nebo k potratu (Miller et al., 2009). Hlavni rizikové faktory pro
toxoplazmozu u téhotnych Zen jsou nehygienické stravovaci navyky, kontakt s kockami,
vyssi vek, rasa, cestovani a virulence kmene T. gondii (Elsheikha, 2008). U latentnich
infekci se toxoplazmodza reaktivuje pii ztrat€¢ imunokompetence nebo pii imunosupresi
nejcastéji jako toxoplazmova encefalitida (Halonen et Eiss, 2009). Toto onemocnéni
predstavuje nejcastéj$i postizeni CNS komplikace pii nadkaze HIV+ (Jira, 2009).
Onemocnéni se projevuje béhem nékolika tydni a je doprovazeno horeckou, bolesti
hlavy, nauzeou, poruchami hybnosti koncetin a epileptickymi zéachvaty (Svoboda,
1996). Asi u 20% nemocnych jsou postizeny dal$i organy nejcastéji plice a srdce (Jira,
2009). Nakaza zpusobuje zavazné komplikace i u pacientll po transplantaci solubilnich
organl, které mohou vést az ke smrti. Infekce u téchto pacientll je doprovézena
vysokymi horeckami, hemolytickou anemii a pancytopenii (Hébraud et al., 2008).

Nékaza se §ifi alimentarni a fekalné-oralni cestou, ptipadné kapénkovou infeket,
spojivkou, odérkami a rankami v kUzi po manipulaci s infekénim materidlem.
Toxoplasma gondii je geopolitni parazit vyskytujici se po celém svété, prevazné ve

vlhkych a teplych oblastech.
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Prevalence u lidskych populaci zavisi na environmentalnich podminkach,
socialnich zvyklostech a na zemépisné lokalité (Jira, 2009).

Diagnostika je zalozena na piimém mikroskopickém prikazu parazita pfi
bioptickém vySetfeni excidovanych wuzlin, tkanovych fragmenti, z krve ¢i
mozkomisniho moku (Ferreira et al., 2008). Na prikaz protilatek se vyuziva metoda
ELISA nebo imunoflourescen¢ni reakce. Metoda PCR slouzi k prikazu parazitarni
DNA vplodové vod¢, krvi, vkostni dfeni i1 v bioptickém vzorku mozku u
imunosuprimovnych nemocnych aj. (Jira, 2009).

K 1é¢beé se nejcastéji doporucuje pyrimethamin, sulfadiazin a spiramycin

v kombinaci s jinymi chemoterapeutiky nebo antibiotiky (Bednaf et al., 1994).

1.2.6 Amoebozoa

V lidském zazivacim traktu zije 8 druhtt ménavek, z nichz pouze Entamoeba
histolytica je pro ¢loveka patogenni (Jirovec et al., 1977).

Vyvojovy cyklus E. histolytica probiha v tenkém stievé hostitele. Spolknutim
oocysty dochdzi vtenkém stfevé k uvolnéni ctyfjadernych trofozoitli pohybujici se
pomoci eruptivnich panozek (Bednaf et al., 1994). Trofozoiti jsou nasledné zaneseni
potravou do slepého stfeva, kde dorlstaji do velikosti 10-20um a nadale se mnozi
V luminu stfeva binarnim délenim (Jirovec et al., 1977). Béhem vyvoje se v tlustém
sttevé méni na zralé ctyfjaderné cysty majici kulovity nebo vej€ity tvar o velikosti §-20
um. Zralé oocysty jsou vylucovany ve vykalech (Jira, 2009).

Entamoeba histolytica se muze vyskytovat v nepatogenni form¢ minuta
osidlujici stfevni lumen. Tato forma nenapada tkané, tvoii cysty a za urcitych podminek
se miZze ménit na formu patogenni magna, kterd napadd tkané, ale netvoii cysty
(Rysavy et al., 1989).

Entamoeba histolytica a Entamoeba dispar jsou geneticky odlisné, ale tzce
souvisejici druhy paraziti. Oba kolonizuji v lidském stievé, ale jen E. histolytica je
schopna vyvolat onemocnéni (Tannicht, 1998).

Pfi¢inou patogenity je napadeni stfevni tkané hostitele. Entamoeba histolytica

pronikd do sttevniho hlenu a sliznice, kde zptsobuje strukturdlni zmény ve sliznici, 1yzu
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bun¢k a rozvoj zanétlivé reakce (Bansal et al., 2009). Entamoeba histolytica vyvolava
proteolytickymi enzymy nekrozu epitelovych bunék tlustého stieva a jeji trofozoiti se
zpravidla nachazeji na periferii nekrotické léze (Jira, 2009). Trofozoiti pronikaji do
krevnich a lymfatickych cév odkud se Siti do jater, kde vznikaji jaterni abcesy (Alli et
al., 2010).

Nakaza se §iii fekalné-oralni cestou cystami, které kontaminuji potravu, pitnou
vodu, ale i latentn¢ infikovanymi nosi¢i nebo chronicky nemocnymi pacienty (Jira,
2009). Nakaza se vyskytuje ptevazné v Indickém subkontinentu, v Africe a oblasti Jizni
a Stfedni Ameriky. V rozvojovych zemich do zna¢né miry zéavisi na kulturnich
navycich, véku, urovni hygieny a socioekonomického statusu. Ve vyspélych zemich je
infekce vétsinou zpusobena E. dispar a je z velké Casti omezena na urcité skupiny:
pfist¢hovalce, homosexualy, pacienty infikovanych virem lidské imunodeficience AIDS
a institucionalizované populace (Alli et al., 2010). Amébozou se ro¢né¢ nakazi 50
milionti lidi a 100 000 na toto onemocnéni umira (Bansal et al., 2009). Jako pfi¢ina
letalniho parazitarniho onemocnéni je v globalnim méfitku na tfetim misté za malarii a
schistosomozou.

Cysty a trofozoiti se vySetiuji mikroskopicky pomoci nativniho preparatu z
Cerstvé stolice nebo pomoci nékteré koncentracni metody (M.LF.C). Na prikaz
protilatek IgG ve stolici se uplatiiuje sérologické vySetieni ELISA (Bednaf et al., 1994).

Lécba tohoto onemocnéni je relativné obtizna. K 1é¢bé se pouZziva nitroimidazol

nebo metronidazol (Jira, 2009).

1.2.7 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis nalezi do kmene Sarcomastigophora, fadu Diplomonadida,
rodu Giardia. Vyskytuje se u lidi a jinych savcu, ptaka a plaza (Percival et al., 2004).

Giardia intestinalis je stfevni bic¢ikovec, ktery neni vybaven mitochondriemi,
hydrogenosomy a Golgiho aparatem.

Clovék se infikuje po spolknuti cyst, které po priichodu Zaludkem excystuji
V duodenu tenkého stteva (Volf et al., 2007). Vznikli trofozoiti maji hruskovity tvar 10-

20 X 6-16um, 2 jadra, 4 pary bic¢iku a piisavny disk, jez slouzi k pfichyceni k povrchu
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enterocytll v horni ¢asti tenkého stfeva. V dolnich ¢astech tenkého stfeva se meéni
ve Ctyfjadernou cystu, odkud odchézi ve vyloucené stolici (Bednaf et al., 1994).

Onemocnéni giardidzou se projevuje gastrointestindlnimi potizemi, vétSinou
asymptomaticky, které vedou kurputnym prijmim, ztraté vahy a k malabsorpci
(Hanevik et al., 2009). Ve stolici se objevuje zvySené mnozstvi hlenu a tuku, bez
pritomnosti krve (Bednar et al., 1994). Chronicky pritbéh nemoci se mize vyskytovat u
immunosuprimovanych jedinct, ale také u pacientt s cystickou fibrozou (Despommier
et al.,, 1994) a u déti s podvyzivou v rozvojovych zemich (Sprong et al., 2009).
Nelécené prijmového onemocnéni, mize trvat nékolik tydni az mésicl, zalezi vsak
intenzité, exacerbaci a remisi (Despommier et al., 1994).

Stfevni giardidza je jedna z nejCast§jSich parazitéz v rozvinutych zemich. V
Asii, Africe a Latinské Americe trpi timto onemocnénim asi 200 milioni osob a
kazdoro¢né je hlaseno 500 000 novych piipadd. Vysoka incidence giardiozy je
zjisStovana u jedinct postizenych syndromem imunodeficience. V USA se u HIV+ osob
je nakaza giardidzou casto doprovazena ménavkou uplaviénou E. histolytica
zpusobujici amébozu. U osob s HIV+/AIDS v oblasti Los Angeles byla giardioza
prokazana v 17,7 % (Jira, 2009).

Nakaza se Sifi fekalné-oralni  cestou, kontaminovanou potravou,
kontaminovanou pitnou vodou (Monis et Thompson, 2003) a pohlavnim stykem,
zejména mezi homosexudly (Meyer et Radulescu, 1979). Infikovany clovék miize
vyloucit az 150-20 000 cyst/g ve stolice denné€. Inkubaéni doba trvd 1-3 tydny, kdy
prvni cysty se objevuji ve stolici po 3-4 tydnech po nakaze (Jira, 2009).

Diagnostika je zaloZena na pfimém mikroskopickém prikazu cyst parazita ze
stolice v nativnim nebo barveném preparatu. Ve formované stolici 1ze prokéazat cysty
pomoci koncentracni metody (Bednar et al., 1994).

K 1é¢be se nejcastéji uzivaji metronidazol a albendazol (Rossignol, 2003).
1.2.8 Mikrosporidie

Kmen Microspora néleZi do tiSe Fungi, zahrnuje 1200 druhii rozdélenych do 150

rodii. Mikrosporidie jsou obligatni parazité, kteti mohou infikovat vSechny zivocisné
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skupiny (Haro et al., 2005). U cloveka byli dosud zjisténi zastupci 4 celedi fadu
Microsporida (Mathis et al., 2005)

Zivotni cyklus mikrosporidii probihd ve dvou fazich merogonie a sporogonie
(Mathis et al., 2005). Merogonie je vegetativni faze, kterd zahrnuje invazivni zarodek
trofozoit a multiplikativni zarodek meront (Jirovec et al., 1977). Meront se nachazi
V cytoplazmé hostitelské buiiky, kde se nadale mnozi binarnim délenim jader procesem
mitdzy. Cyklus pokracuje sporulaci za vzniku sporontu, ktery se mnozi bindrnim
délenim ve sporoblasty, nasledné ve spory nebo v mnohojadernd plazmodia. Infek¢ni
sporoplazma je injektovana do hostitelské buiiky pomoci pdlové trubice nachézejici se
ve spoie mikrosporidii (Mathis et al., 2005) a na konci této pdlové trubice se nachazi
kotevni disk. Ve spofe se dale vyskytuje améboidni zarodek sporoplazma s bobtnajicim
téliskem polaroplast. Po proniknuti spory do traviciho traktu hostitele se za pomoci
posterosomu injektuje zarodek ze spory do hostitelské epitelové bunky. Mikrosporidie
nejsou vybaveny mitochondriemi, peroxisomy ani Golgiho aparatem. V cytoplazmé se
nachdzeji pouze mitosomy (Jira, 2009).

Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis jsou V soucasné dobé
nejcastéji se vyskytujicimi mikrosporidiemi zpisobujici lidské infekce (Walker et al.,
2009). U infikovanych osob se nachazeji v duodenu, vtenkém a tlustém stieve,
Vv epitelovych buikdch Zlu€ovych a dychacich cest (Jira, 2009). Jednd se o hlavni
ptuvodce chronickych prijmi u téZzce imunokompromitovanych pacientil, piedev§im v
oblasti lidského imunodeficitu HIV+ (Espern et al., 2007) u pacientl po transplantaci
solubilnich organti nebo po transplantaci kostni difen¢ (Walker et al., 2009) spojené
S anorexii, nauzeou a malabsorpci (Rodgers et Kagnoff, 1987).

Encephalitozoon cuniculi neboli encefalitozoon krali¢éi je povazovan za
zoonotického parazita, ktery vyvolava nakazu u kralikd, u nichz zptsobuje enzootickou
encefalitidu. Miize také vyskytovat u hlodavct, lisSek, primati a ptaka. Diferenciace
kmenti vysvétluje epidemiologickou situaci u riiznych hostitelt v riiznych ¢astech svéta.

U imunokompromitovanych jedinctli, zejména HIV+/AIDS je vyskyt ndkazy znam
v souvislosti s cerebralni 1ézi nachazejici se v intrakortikalni oblasti nebo

granulomatdzni hepatitida s nalezem v jaternich buiikach, jez mtize vést k selhani jater.
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Je znam pfipad odvrZeni rendlniho transplantitu vlivem mikrosporidiové nakazy
vyvolané E. cuniculi (Jira, 2009).

Dalsim druhem, ktery se mize vyskytovat u ¢lovéka je E. hellem. Morfologicky je
velmi podobny E. cuniculi. RozliSeni mezi nimi spoéiva v antigenni a biochemické
analyze (Schwartz et al., 1993). Tento parazit se nejcastéji vyskytuje u prasat a ptak,
ale byl 1 izolovan z pacient s AIDS postizenych keratokonjunktivitidou. U ¢lovéka se
ndkaza vyskytuje v povrchovych epiteliich rohovky, epitelu dychacich cest a
Vv tubularnich buiikach ledvin (Jira, 2009).

Pfred nastupem pandemie AIDS, bylo hlaseno pouze nékolik piipadi
microsporidiové infekce. Po identifikaci viru lidské imunodeficience (HIV) jakoz to
puvodce AIDS, bylo nasledné objeveno nékolik novych rodt a druhi mikrosporidii,
které ptedstavuji vyznamnou skupinu oportunnich parazita (Mathis et al., 2005).

Laboratorni diagnostika je zalozena na mikroskopickém vysetfeni stolice
zpracovana né€kterou koncentracni metodou napt. sedimentacni nebo flotacni. Dale se
aplikuji chemoluminiscencni optickd bélidla napt. Uvitex 2B, Calcoflour. K
sérologickym testim byla aplikovana metoda ELISA. Pro identifikaci mikrosporidii je
uzite¢na technika PCR. Dostupné jsou primery pro E. intestinalis, E. cuniculi, E.
hellem. a E. bienusi. V kombinaci se Southernovym pfenosem umoznuje PCR odlisit
jednotlivé druhy Encephalitozoon spp. (Jira, 2009).

K 1é€bé mikrosporididzy se v soucCasné dobé pouzivd albendazol nebo
benzimidazol. Tyto 1é¢iva vSak nemaji dostateny ucinek proti vSem druhiim

mikrosporidii (Miiller et al., 2008).
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem vyzkumu bylo vySetfit materidl (stolice) pacientli po alogenni transplantaci
kostni dfen€ na ptitomnost oportunnich paraziti.
U vybraného materidlu izolovat DNA a pomoci PCR vySetfit na piitomnost

mikrosporidii; pozitivni izolat genotypizovat.

2.2 Hypotézy

Hi: Vyskyt oportunnich parazitii bude u téchto pacienti vyssi vlivem imunosupresivni
1écby.

Hy: Vyskyt oportunnich parazit bude srovnatelny s imunokompetentni populaci, ale

klinické projevy budou vyraznéjsi.
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3. Metodika

3.1 Material

Z hlediska rizika oportunnich infekci §lo o homogenni skupinu pacientii z
hematologicko-onkologického oddéleni FN Plzen. Ve vSech piipadech $lo o
onkologické pacienty s transplantovanou kostni dfeni, ktefi prosli chemoterapii, a jejich
imunitni systém byl docasn¢ vyrazné poskozeny. Ziskané vzorky byly zpracovavany od
zaii 2009 do dubna 2010 v Biologickém centru AV CR, parazitologicky ustav
v Ceskych Budgjovicich. Celkem bylo vysetieno 100 vzorkl stolice. Vék a pohlavi
pacientli, od kterych byly vzorky ziskdny, jsou uvedeny v tabulce (tab. 1). V&kové
rozmezi pacientd se pohybovalo od 1-90 roku zivota, z ¢ehoz nejvétsi procentudlni
zastoupeni bylo ve vékové kategorie 60-70 roku (obr. 2). Zastoupeni zen a muzi bylo
vyrovnané (obr. 3).

Vzorky byly odebirdny do odbérovych kelimka a uchovévany v chladicim boxu

pii 5 °C.

Tab. 1 Vékové rozmezi pacientit

Vék Zeny Muzi  Celkem Procentualni zastoupeni
0-10 0 4 4 4%
10-20 0 1 1 1%
20-30 1 3 4 7%
30-40 0 3 3 3%
40-50 2 4 6 6%
50-60 5 9 14 14%
60-70 13 9 22 22%
70-80 10 10 20 20%
80-90 19 7 26 26%

Celkem 50 50 100 100%

22



e

4% 1% 4% 39,

6%

@0-10
@XxX.20
®20-30
m30-40
®40-50
m50-60
o60-70
|m70-80
080-90

Obr. 1 Procentudlni zastoupeni pacientii
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Obr. 2 Procentudlni zastoupeni Zen a muzii
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3.2 Metody
3.2.1 Makroskopické hodnoceni stolice:

1) Pevnost
a) tekuta
b) pevna
c) formovana
Makroskopické hodnoceni stolice slouzi k zjiSténi pfitomnosti ¢lanki tasemnic,

dospélych roupii apod.

3.2.2 Mikroskopické vysetieni stolice:

3.2.2.1 Koncentracni sedimentacni metoda M.L.F.C
Roztoky:

1. roztok M.L.F.(H20 50 ml; formaldehyd 40 % 5 ml; methiolat sodny 0,1 % 40 ml;
glycerin 1 ml)

2. Lugoluv roztok (krystalicky jod 1g; KI 2g; H,O 100 ml)

Postup:

Vzorek nativni stolice o velikosti liskového ofisku dikladné rozmichat v 5 ml roztoku
M.LF.C (methiolat-jod-formaldehyd). Tuto smés prefiltrovat pfes gazu a pridat 6 ml
vychlazeného etheru. Smés protfepat, nechat ustat a zcentrifugovat pfi 1500 rpm/2-5
min. Vznikly prstenec uvolnit a slit supernatant. Sediment prohliZzet pod mikroskopem
pii zvétSeni 20-40x. Tato metoda je urcena pro prikaz cyst prvokd, je vhodna i pro

detekci larev a vajicek helmintd.

3.2.2.2 Barveni oocyst kryptosporidii podle Milacka a Vitovce

Roztoky:
1. roztok methylvioleti (methylviolet 1,2g ; anilin 2g; fenol 2g; ethanol 60ml;
destilovana voda 140ml)
2. kyselina sirova (1-2 % vodny roztok)

3. tartrazin (1 % tartrazin v 1 % kyselin¢ sirové)
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Postup:
1. Rovnomeérné rozettit vzorek stolice na podlozni sklicko
Fixovat methanolem v plameni
Barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 min
Opléchnout ve vodé
Diferencovat 2 % kyselinou sirovou
Oplachnout ve vodée
Dobarvit tartrazinem (1 min)

Oplachnout vodou

© 0 N o g b~ DD

Nechat zaschnout
Zhotoveny preparat prohlizet pod mikroskopem olejovou imerzi pii zvétSeni 100x.

Tato barvici metoda je vhodna pro priikaz spor kryptosporidii.

3.2.2.3 Barveni spor Calcoflourem

Roztoky:
1. 0,1 % Calcofluor (calcofluor 0,1g; PBS 100 ml; pH 7,2)
2. 0,5 % Evansova modf (Evansovy modie 0,5 g; PBS 100 ml; pH 7,2)

Postup:
Rovnomérné rozettit vzorek stolice na podloZni sklicko
Fixovat methanolem po dobu 3 min

Barvit 0,1 % Calcoflourem po dobu 10 min

1

2

3

4. Oplachnout ve vodé
5. Dobarvit 0,5 % roztokem Evansovy modie

6. Oplachnout vodou

7. Nechat zaschnout

Zhotoveny preparat prohlizet pod mikroskopem (OLYMPUS IX 70, obr. 3) pfi
vinové délce 490 nm olejovou imerzi pii zvétSeni 1000x. Metoda je vhodna pro

pritkaz mikrosporidii.
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Obr. 3 Mikroskop (OLYMPUS IX 70)

3.2.2.4 1zolace DNA

Spravna izolace DNA ze spor mikrosporidii je podstatnym krokem, protoze

spory jsou velmi odolné. Pro jejich rozbiti byl pouzit homogenizator (obr. 4)

Obr. 4 Homogenizator (Fast Prep 24, M.P. Biomedical, USA)

Material: 200-400 mg vzorku stolice
Roztoky:

1. Proteinase K lyofylizat (rozpustit pfidanim deionizované vody 1,5 ml)
2. Elution Buffer D
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Postup:

1.

© ©° N o gk~ w DN

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.
20.

Odebranou stolici vlozit do Safe-Lock-Tube, piidat sklenéné kulicky,
napipetovat 1,2 ml Lysis Buffer P a rozbijet 2 minuty pfi maximalni rychlosti
uzitim homogenizatoru

Inkubovat 10 min/95 °C v termostatu

Centrifugovat 1 minutu/14 000 rpm.

Veskery supernatant pienést do InviAdsorb-Tube a vortexovat 15 sekund
Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté

Centrifugovat 3 min/14 000 rpm.

Supernantant ptepipetovat do Cistych ependorfek

Centrifugovat 3 min/14 000 rpm.

Do Ccistych ependorfek napipetovat 25 ul Proteinase Ka ptidat 400 pl
supernatantu a vortexovat 15 sekund

Inkubovat 10 min/70°C

Ptipipetovat 400 pl Binding Buffer P a vortexovat 15 sekund

Veskery objem piepipetovat do Spin Filter + Tube

(zluta kolona s ependorfkou)

Inkubovat pfi laboratorni teploté¢ 1 minutu

Centrifugovat 1 min/14 000rpm.

Odpad vylit z ependorfek, napipetovat 500 pl Wash I. a centrifugovat 1 min/14
000 rpm.

Odpad vylit z ependorfek, napipetovat 800 ul Wash II. a centrifugovat 1 min/14
000 rpm.

Odpad opét vylit a centrifugovat 3 min/14 000 rpm.

Na kolonu dat cistou ependorfku, napipetovat 200 pl ptredehiatého Elution
Buffer D

Inkubovat 3 min pfi laboratorni teploté

Centrifugovat 1 min/8 000 rpm.

Ziskanou DNA uchovat pii -20°C.
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3.2.2.5 Polymerdazovd retezova reakce (PCR)

Celkovy objem reak¢ni smeési pro kazdou PCR byl 25 ul. Reakéni smés pro kazdou

reakci je znazornéna v tabulce (tab. 2). Soucasti kazdé PCR byla pozitivni a

negativni kontrola. Jako pozitivni kontrolu jsem pouzita vyizolovanou DNA

z kultury E. intestinalis a z pozitivniho vzorku E. bieneusi (Tab. 3 a Tab. 4).

Pouzité roztoky:

1.

2
3
4.
5

Deoxyribonukleosid trifosfat (d"NTP3)

. Taq DNA polymeraza

MgC|2
deionizovana voda

Primery (Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon spp.)

Tab. 2 Reakcéni smés pro PCR (pro 1 reakci)

Roztoky Objem [ pl |
Deionizovana voda 13,87
Pufr 2,5
MgCl, 1,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
D’'NTP; 0,5
Taq polymeraza 0,63
Templatova DNA 5
Celkem 25
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Tab. 3 Primery pro Enterocytozoon bieneusi

Primery Sekvence

Primarni PCR

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

MSP-2B (16-mer) GTTCATTCGCACTACT

Sekundarni PCR

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

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

Tab. 4 Primery pro Encephalitozoon spp.

Primery Sekvence

Primdarni PCR

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

MSP-2A (15-mer) TCACTC GCC GCT ACT

Sekundarni PCR

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

MSP-4A (27-mer) CCA AGC TTATGC TTA AGT (C, T)

(A, C)A A(A, G) G GGT
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Amplifika¢ni program na termocykleru (Little Genius, BIOER, obr. 5) pro primery
MSP byl nasledujici:

1. pocatecni denaturace 95 °C, 3 min

2. denaturace pti 94 °C, 45 s

3. nasedani primert pii 55 °C, 45 s

4. syntéza nového fetézce pii 72 °C, 1 min

5. dosyntetizovani nového fetézce pii 72 °C, 10 min

Celkem probéhlo 40 cykla.

Obr. 5 Termocycler (Little Genius, BIOER)

3.2.2.6 Gelovd elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda, pfi niz dochazi k rozdéleni DNA fragmentii v agardze
podle molekulovych hmotnosti plisobenim elektrického pole (Obr.6) Pomoci této

metody jsem ovéiovala délku DNA fragmentt.
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Obr. 6 Vana na elektroforézu

Pouzité roztoky:

1.

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

Agardza

Ethidium bromid

100 bp DNA ladder

Postup:

1.

1 % agar6zu smichat s 1x TAE pufrem, rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit
pod tekouci vodou

Ptidat ethidium bromid tak, aby vysledna koncentrace byla 0,5 pg/ml
Ptipraveny gel nalit do formy, vlozit hfeben na vytvofeni jamek a nechat
ztuchnout

Do jamek napipetovat 25ul produktu PCR a pti napéti 70 V nechat separovat
pottebnou dobu pro vytvoieni fragmenti DNA

Rozdélené fragmenty vizualizovat pod UV transiluminatorem pii vinové délce
302 nm

Fragmenty DNA byly zaslany na sekvenaci a do Laboratofe genomiky BC AVCR.

Fylogeneticka analyza byla provedena v Biologickém centru AV CR v Ceskych

Bud¢jovicich, kde byl nasledné uréen genotyp mikrosporidii
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3.2.2.7 Statistické zpracovani

Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Fisherova exaktniho testu.

Vypocet pravdépodobnosti asociacni tabulky popisuje nasledujici vztah:

()

p< 0,05; pravdépodobnost daného jevu je pro danou kontingen¢ni tabulku velmi nizka.
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4. Vysledky

4.1 Makroskopické vyhodnoceni vysledkii

Makroskopicky bylo vySetieno vSech 100 vzorkl stolice, z cehoz nejcastéji se
vyskytovala stolice tekutd (60 %) méné formovana (29 %) a v posledni fadé stolice

pevna (11 %).

4.2. Mikroskopické vvhodnoceni vysledki

Mikroskopicky bylo vySetteno 100 vzorki stolice pomoci diagnostickych metod
M.LF.C., barveni Milacka-Vitovce a barveni Calcofluoru. Vyhodnoceni vzorki stolice

je znazornuje v tabulce (Tab. 5).

Tab. 5 Mikroskopické vyhodnoceni vzorkii stolice

Vzhled

stolice M.L.LF.C Milacek-Vitovec Calcofluor PCR
Tekuta 0 0 4 4
Formovana 0 0 0 0
Pevna 0 0 0 0
Celkem 0 0 4 4

Vysledky vysetient stolice koncentracni sedimentacni metodou (M.1.F.C.)
Mikroskopické hodnoceni vzorkli stolice metodou M.LF.C. neprokazala

pfitomnost Zadného z paraziti.
Vysledky vysSetreni stolice barvenim dle Milacka a Vitovce

Mikroskopické hodnoceni vzorkll stolice barvenim dle Mildcka a Vitovce

neprokazala ptitomnost spor kryptosporidii.
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Vysledky vysetreni stolice barvenim Calcofluorem
Pti mikroskopické hodnoceni stolice barvenim Calcofluorem byla u 4 ze 100
vzorkl stolice zjiSténa ptitomnost mikrosporidii. Pro potvrzeni pfitomnosti téchto

paraziti byla provedena diagnostika pomoci PCR. Pozitivni ndlez mikrosporidii

barvenych Calcofluorem je znazornén na obr. 7.

Obr. 7 Fluorescence mikrosporidii barvenych Calcofluorem

4.3 Vyhodnoceni vysledkii mikrosporidii metodou PCR

Pomoci PCR bylo vysetfeno 54 vzorki stolice. Celkem byly ziskany 4 produkty
PCR Encephalitozoon spp. Mikroskopicky vyhodnocené vzorky barvenim
Calcofluorem prokazaly shodu jen u 2 vzorkt stolice. K faleSné pozitivnim vysledkiim
mohlo dojit patrné zdmé&nou mikrosporidii za kvasinky, které ve svételném mikroskopu
jsou mezi sebou tézko rozeznatelné. U 50 vzorki stolice nebyla prokazana pritomnost

mikrosporidii. Elektroforéza produkti PCR je znazornéna na obrazcich 8, 9 a 10.
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123456 789 1011 12 13 14

1516171819 20 21 22 23 24 25

Obr. 8 Elektroforéza produktii PCR
(1: 100BP DNA Iladder, 12: vzorek ¢. 11, 18: vzorek ¢. 17, 24: pozitivni kontrola

Encephalitozoon intestinalis, 25: negativni kontrola)

12 345 6 7 8 910111213

14 15 1617 18 1920 21 22 23 2425

Obr. 9 Elektroforéza produktit PCR

(1: 100BP DNA ladder, 11: vzorek ¢. 35, 24: pozitivni kontrola Encephalitozoon intestinalis,

25: negativni kontrola)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12 13 14

Obr. 10 Elektroforéza produktii PCR

(1: 100BP DNA ladder, 2: vzorek ¢. 46, 13: pozitivni kontrola Encephalitozoon intestinalis, 14:

negativni kontrola)

4.3.1. Vyhodnoceni sekvenci

Analyzované fragmenty DNA pozitivnich produkti byly po sekvenovani
vyhodnoceny ve spolupraci s pracovniky BC AVCR jako druh Encephalitozoon
cuniculi genotyp 1., coz je druh mikrosporidii pfenosny ze zvifete na ¢lovéka.

Encephalitozoon cuniculi genotyp I. byl prokazan u 3 zen a 1 muze v riznych
vekovych kategoriich. Pozitivni nalezy mikrosporidii byly detekovany v tekuté stolici.

Procentualni zastoupeni mikrosporidii je znazornéno v grafu (Obr. 11).
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pevna
H formovand
W tekuta

B tekuta pozit

Obr. 11 Vyskyt mikrosporidii dle pevnosti stolice

4.4 Statisticke hodnoceni

Hodnoceni nalezu mikrosporidii podle vékové kategorie a pohlavi. Hodnoceni

nalezu mikrosporidii je znazornéné v tabulce (Tab. 6)

Tab. 6 Hodnoceni pozitivnich produktii podle véku a pohlavi

Vé Zeny Muzi  Pozitivni nalez mikrosporidii
0-10 0 1 0
10-20 0 1 0
20-30 0 2 0
30-40 1 1 0
40-50 1 2 Zena
50-60 1 7 0
60-70 8 4 Zena/Muz
70-80 4 3 0
80-90 13 5 Zena

Celkem 28

N
»
N
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Celkova prevalence u pacientli po alogenni transplantaci kostni diené byla 7,4
%. Mikrosporidie se vyskytovaly v riznych vé€kovych skupinich nezavisle na pohlavi.

Tyto rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné (p<0,05).

Hodnoceni klinickych projevii u pacientli po alogenni transplantaci kostni dien¢.

Hodnoceni klinickych projevu je znazornéno v tabulce (Tab. 7)

Tab. 7 Hodnoceni klinickych projevii

Hodnoceni Tekuta Formovana/Pevna Celkem
pozitivni 4 0 4
negativni 56 40 96
Celkem 60 40 100

Mikrosporidie se vyskytovaly pouze v tekuté stolici. Klinické projevy u této
skupiny pacientii byly vyssi patrné poSkozenim stfevni mikroflory. Klinické projevy

vSak nebyl statisticky vyznamné (p<0,05)
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5. Diskuze

Cilem mé bakalaiské prace bylo zjistit frekvenci vyskytu oportunnich parazitii u
pacienti po alogeni transplantaci kostni dfené. Jedincti s imunodeficienci, at’ uz
primarni ¢i ziskanou, stale pfibyva. Tito jedinci jsou nachylnéjsi k riznym infekcim, a
to zejména k infekcim vyvolanym oportunnimi parazity (Kesson et Kakakios, 2007).
Oportunni infekce jsou pfic¢inou nemocnosti a imrtnosti u lidi s oslabenou imunitou po

celém svéte, v rozvojovych 1 vyspélych zemich (Pozio et al., 2005).

Mikroskopické vysetfeni koncentraéné sedimenta¢ni metodou M.LF.C. nebyla
prokézana ptitomnost larev a vajicek paraziti a ani barvenim Milacek-Vitovec nebyla
prokazana ptitomnost oocyst kryptosporidii. Nepfitomnost téchto paraziti neni
ptekvapiva, jelikoz pacienti po alogenni transplantaci kostni dfen¢ podléhaji ptisnym
hygienickym podminkdm a jak vime, k pfenosu téchto paraziti dochéazi pfevazné
kontaminovanou potravou nebo kontaminovanou pitnou vodou. AvSak vyskyt
kryptosporididzy ve svété roste. Napt. v Australii prevalence piesahla od roku 2004 8,8
% (Hu et al.,, 2009). Tato skute¢nost vSak muize byt vysvétlovana i zlepSujici se

diagnostikou.

Mikroskopické vySetfeni Calcofluorem ukazalo pozitivni nalez u 4 % pacientl
po alogenni transplantaci. Pro pfesnéjsi urceni byla pouZita metoda PCR, pomoci niZ
bylo vySetieno 54 pacientli. Barveni Calcofluorem se ukazalo jako malo citliva a malo
specificka metoda, protoZe nélezy byly potvrzeny metodou PCR pouze u dvou pacient.
Tyto rozdily byly zpiisobeny pravdépodobné zaménou mikrosporidii za kvasinky, které
jsou ve svételném mikroskopu mezi sebou téméf nerozeznatelné. Pomoci PCR jsme
detokovaly 4 pozitivni vzorky stolice, ve které byly pfitomné mikrosporidie. Tuto
druhtt mikrosporidii (Ombrouck et al., 1997). Ukazuje se, Ze screeningové vySetfeni
pomoci calcofluoru bude vhodné z vySetfovacich postupti vytadit, protoZze molekularni

diagnostika se stale zleviuje.
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Celkova prevalence zjisténa pomoci metody PCR byla 7,4 %. Tento vysledek je
srovnatelny s vyskytem mikrosporidii u starych lidi: 11 % (Cerna, 2010). Tyto
prevalence nedosahuji hodnot zjiSténych u primérné populace - 30 % a uz vibec ne
V populaci uzivateld drog —100 % (Bucharova, 2008). Také prevalence ziskana
vySetiovanim velkého souboru stolic zaslanych k parazitologickému vysetfeni byla
vysoka — 44,8% (Pelikanova, 2009), v tomto ptipadé vsak $lo o soubor pacientil trpicimi
sttevnimi potizemi a ziskané hodnoty lze téZko srovnavat se soubory depistaznimi.
Ukazuje se, ze vyskyt mikrosporidii se v jednotlivych skupinach lisi a ze prevalence
ziejme nezavisi na imunitnim stavu, ale mnohem pravdépodobnéji na zplisobu Zivota a
dodrzovani hygienickych podminek. V naSem souboru pacientt s transplantovanou
kostni dfeni bylo dodrzovani hygienickych podminek velmi ptisné a pacienti byli pokud
mozno izolovani od moznych zdroji infekce. Prevalence mikrosporidii u nich byla

nejnizsi ze vSech vysetfovanych skupin osob. Hypotéza H; musi byt tedy zamitnuta.

Dosud neexistuji udaje o moznych geografickych rozdilech ve vyskytu
mikrosporidii v lidské populaci; vysledky lze srovnavat pouze s ojedin€lymi studiemi
provadénymi podobnymi metodami.

Napft. v Etiopii celkové prevalence ¢inila 7,6 % a autofi usuzuji, ze socialni a
ekonomické podminky mohou ovliviiovat celkovy vyskyt spor mikrosporidii v lidské
populaci (Endeshaw et al., 2006). Podobnych vysledkti bylo dosazeno napt. ve
Venezuele, kde celkova prevalence byla 8,6 % (Chacin-Bonilla et al., 2006).

Pozitivni produkty PCR byly nasledné zaslany na sekvenaci, diky které jsme
mohli ur¢it presny druh mikrosporidii a jejich genotyp. NejcastéjSimi druhy
mikrosporidii, které se vyskytuji u imunosuprimovanych jedincti napf. u pacientd po
alogenni transplantaci kostni dfené a zpusobuji u nich infekce, jsou E. intestinalis, E.

hellem, E. cuniculi a E. bienuesi (Walker et al., 2006).
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V nasem souboru byl nalezen jediny z nich: E. cuniculi, a to genotyp, u kterého
muzeme piedpokladat zoonoticky ptivod.

Druh E. cuniculi se vyskytuje piedev$im u zvifat napt. kraliki, potkanu, lisek,
krys a mtize byt pfi¢inou mikrosporidiozy i u lidi, pfedev§im u imunosuprimovanych
pacientli, ktefi jsou néachylnéjsi k infekci vlivem jejich snizené bunécné imunitni
odpovédi. Napi. v Mexiku bylo hlaSeno 10 pacientt infikovanych E. cuniculi, z ¢ehoz
devét pacientil bylo po transplantaci organu a jeden pacient po transplantaci kostni
dfené (Gamboa-Dominguez et al., 2003). Dale napt. v USA byly hlaSeny dva piipady
plicni infekce u pacientd po alogenni transplantaci kostni dfené. V tomto ptipadé slo o
druh E. cuniculi, ktery pochazel z ,,psiho kmene* (Orenstein et al., 2005). V Tunisku
bylo vySetfeno 86 imunokompromitovanych pacientil, z nichz 35 trpélo hemolytickou

malignitou. Prevalence u téchto pacient byla 8,6 % (Teachey et al., 2009).

Nejvice pozitivnich vzorkid bylo nalezeno ve vékové kategorii 60-70 let. Rozbor
vysledkt podle vékovych kategorii neodhalil zavislost vyskytu mikrosporidii na véku
(p<0,05). VSechny 4 pozitivni nalezy mikrosporidii ziskané pomoci PCR byly
detekovany v tekuté stolici, coz by mohlo korespondovat se skutecnosti, ze infekce
vyvolané témito parazity zpusobuji gastrointestinalni potize doprovazené vodnatymi
prijmy u imunosuprimovanych pacienti. Hypotéza Hj tedy nebyla vyvracena, ale jeji
platnost je vSak tfeba ovéfit na vétSim souboru a téZ srovnat s podobnymi studiemi.
Napt. v Malajsii byla zjiSténa pfitomnost mikrosporidii u imunosuprimovanych
pacientl, u nichz byla infekce doprovazena gastrointestindlnimi potizemi spolu
S vodnatymi prijmy v 74 % ptipadi (Norhayati et al., 2008). Stfevni mikrosporididzy
vSak popsana u pacientdi HIV/AIDS a jen nékolik ptipadi je popsana v souvislosti
s imunosupresivni terapii (Teachey et al., 2004).

Nase vysledky potvrzuji, Ze mikrosporidie se vyskytuji u imunosuprimovanych

jedincti nezéavisle na v€ku a pohlavi. I kdyZ je u téchto pacientl vyskyt mikrosporidii

niz8i nez v jinych skupinéch, jsou vlivem sniZené imunity vice ohroZeni a hrozi jim, Ze
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asymptomaticka infekce se zméni v symptomatickou — zivot ohrozujici. Proto je velmi
dalezita prevence a vCasny zachyt parazitii u téchto pacientii. Pokud se k pozitivhimu
nalezu spor Encephalitozoon spp. piidaji i klinické piiznaky, bylo by nejvhodnéjsi
zahdjit 1écbu albendazolem, ktery ptsobi jako ucinné antiparazitikum na vSechny lidské
mikrosporidie kromé& Enterocytozoon bieneusi. Proto je dulezité nejen mikrosporidie
vcas diagnostikovat, ale determinovat i druh. Vcasné zahdjeni 1écby jesté¢ pred

diseminaci do vSech organii mize byt zivot zachranujici.
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6. Zavéry:

Vysetieni stolice metodou PCR byla zjisténa celkova prevalence 7,4 %.

Mikrosporidie byly detekovany v tekuté stolici.

Mikrosporidie u vySetfenych pacientii po alogenni transplantaci kostni

diené byly identifikovany jako druh Encephalitozoon cunuculi genotyp I.

Ziskané vysledky jsou ponékud ptekvapivé, ukazalo se, ze vyskyt
oportunnich parazitl u pacientii po transplantaci kostni diené, je mensi
nez se ocekavalo v porovnani s jinymi, zejména imunokompetentnimi
jedinci. Nizka prevalence u téchto pacientd je ziejmé& zpusobena
pfisnymi hygienickymi ptedpisy, které musi byt u pacienti po

transplantaci kostni dfené ptisné dodrzovany.

Vyskyt téchto oportunnich paraziti nelze podcenovat. U pacientd po
transplantaci kostni dfené, ktefi jsou byt infikovani mikrosporidiemi
hrozi symptomatickd nebo dokonce generalizovana infekce. Proto je u

nich velmi dalezity v€asny zachyt parazitl a zvaZzeni cilené terapie
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http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B7597-4CBW8F9-B&_user=3508089&_coverDate=05%2F31%2F2004&_alid=1135879875&_rdoc=17&_fmt=high&_orig=search&_cdi=12947&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=5222&_acct=C000060758&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3508089&md5=90e929f9037a9fa7511d900ce6211c3d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B7597-4CBW8F9-B&_user=3508089&_coverDate=05%2F31%2F2004&_alid=1135879875&_rdoc=17&_fmt=high&_orig=search&_cdi=12947&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=5222&_acct=C000060758&_version=1&_urlVersion=0&_userid=3508089&md5=90e929f9037a9fa7511d900ce6211c3d

8. Klicova slova
Imunitni systém
Oportunni parazité
Mikrosporidie

Transplantace kostni diené
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