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Abstrakt

Mikrosporidie jsou intracelularni parazité patfici do fiSe hub. Existuje asi 1200
druht mikrosporidii rozdélenych do 150 rodd, pro ¢lovéka je nejvyznamnéjSich 14
druhti. Nejcastéji zpusobuje infekce u ¢lovéka druh Enterocytozoon bieneusi, dale
Encephalitozoon intestinalis. Mikrosporidie napadaji kromé c¢lovéka témét vsechny
zivoc¢isné druhy, od ptaki az po hmyz.

Infekénim stddiem mikrosporidie je spora, coz je ovalny Utvar umoznujici
infikovani hostitele. Spora obsahuje tzv. polové vlakno, které je vnéj$§imi podminkami
vymr$téno do cytoplazmy hostitele a uvoliiuje se obsah zvany sporoplasma. Poté
nasleduje vyvoj mikrosporidie v hostiteli, ktery probiha dvéma fazemi vyvoje —
merogonii, pfi niz dochazi k déleni plasmodia na meronty az do zaplnéni bunky, a
sporogonii, kdy se jednotlivé buiiky osamostatiiuji a prochézi jednotlivymi stadii vyvoje
az do vzniku spory.

Mikrosporidiézou se Elovek miuize nakazit fekalné oralnim pfenosem, a to
pozitim kontaminované vody ¢i Spatné tepelné upraveného masa. Tento druh pfenosu se
nazyva horizontalni. Druhym typem ptenosu, ktery nebyl u lidi popsan, je vertikalni
(transplacentarni pienos). Dale miize byt vyznamny také zoonoticky pienos. Clovék se
muze nakazit mikrosporidiézou od nejriznéjsich druht zivocicha, ktefi byli infikovani
jednotlivymi druhy mikrosporidii.

OhroZzenou skupinou jsou piedevSim pacienti se ziskanou primérni
imunodeficienci, dale mohou byt nakazeny déti, starSi osoby, pacienti po transplantaci
¢1 cestovatelé. Mikrosporidie zpiisobuji oportunni infekce, pro néz je charakteristické,
ze doprovazeji jind primarni onemocnéni, napiiklad AIDS, virové ¢i bakteridlni
onemocnéni a mnoho dalSich. Mezi nejcastéjsi klinické projevy patii zejména prijem,
dalSimi pfiznaky mohou byt i o¢ni, plicni ¢i svalové potize. Mikrosporidie mohou takeé
napadat ledviny ¢i slezinu a vyvolat poté zanétlivou reakci.

Cilem mé prace bylo zjistit pfitomnost ¢i nepfitomnost ¢tyf druh mikrosporidii,
Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon cuniculi a
Enterocytozoon bieneusi, ve vzorcich stolice hematologickych a onkologickych

pacientt a vysledky porovnat s jiz ziskanymi vysledky.



Celkem jsem nasbirala 45 vzorka stolice v obdobi leden 2012 — leden 2013.
Vzorky byly odebirany do nesterilnich uzaviratelnych nadobek a zpracovany
v laboratofich parazitologii v AV CR v Ceskych Bud&jovicich.

Nasledné jsem vSechny vzorky zpracovala metodou barveni Calcofluor white a
preparaty pozorovala pod mikroskopem Olympus IX 70. Hledala jsem ovalné jasné
modrobile zatici spory mikrosporidii. Bylo nutné je odlisit od kvasinek.

Dalsi metodou zpracovani byla molekularni diagnostika. VSech 45 vzorkl jsem
vyizolovala pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool DNA kit (INVITEK). Principem
izolace bylo rozbiti spor a ziskani ¢ist¢é DNA vhodné k dalSimu zpracovani. Nasledné
jsem provedla polymerazovou fetézovou reakci, coz je metoda vyuzivajici rychlého
zmnozeni DNA zaloZena na principu replikace nukleovych kyselin. PCR probihala
v temocyklerech (BIO RAD, BIOER) po dobu dvou hodin. Amplifikace probihala
v opakujicich se cyklech, slozenych ze tii zakladnich krokd — denaturace, hybridizace a
elongace.

Naésledujicim krokem byla gelova elektroforéza. Dochazi pti ni k rozdéleni DNA
na jednotlivé fragmenty. Déleni probiha na zéklad¢€ rozdilnych molekulovych hmotnosti
za soucasného pusobeni elektrického pole. Vysledek elektroforézy byl zobrazovan
pomoci transluminatoru, ktery byl propojen s pocitacem. Podle délky fragmentti bylo
urceno, zda se jednd o pfitomnost jednoho ze ¢tyt vyse uvedenych druhii mikrosporidii
ve vzorku.

JelikoZz se potvrdila pfitomnost mikrosporidii, dal§im krokem byla extrakce
DNA z gelu. Vyizolovana Cista DNA byla poté zaslana na sekvenaci. Celkem bylo na
sekvenaci zaslano 9 fragmenti DNA. Poslednim krokem byla analyza provadéna
v biologickém centru AV CR v Ceskych Budgjovicich, ktera uréila, o jaky genotyp se
jedna.

Byla potvrzena piitomnost druhu Encephalitozoon cuniculi, genotyp Il u
jednoho hematologického pacienta. Dale byla potvrzena ptfitomnost druhu
Enteocytozoon bieneusi, genotyp D u dvou hematologickych pacienti a u Sesti

onkologickych pacient.



Abstract

Microsporidia are intracellular parasites belonging to the Fungi kingdom. There
are about 1200 species of microsporidia in 150 genera, 14 species of microsporidia are
the most important for human. Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon
intestinalis are the most common microsporidian, that cause infections in humans.
Microsporidia attack almost all animal species include humans, from insects to birds.

Infectious stages of microsporidia are spores. They are oval shape and serve for
host infection. Spore contains the polar tube, which is ejecting into cystoplasm of the
host cell. The process is triggered by external conditions and release the content called
sporoplasma into host cell. The development of microsporidia in the host follow, which
includes two phases of development - merogony, which involves division of the
plasmodium on meronts and sporogony, when individual cells become independent and
after variol stages of development finishes by the spore formation.

Microsporidiosis can be transmitted by fecal oral transmission: ingestion of
contaminated water or poorly cooked meat. This type of transmission is called
horizontal. The second type of transmission is vertical transmission (transplacental),
which wasn’t been described in humans. Zoonotic transmission can be important, too. A
person can be infected by microsporidiosis from various species of animals that were
infected with different species of microsporidia.

Patients with acquired primary immunodeficiency are the group at risk.
Children, senior patients, travelers or patietns after transplantation can be infected, too.

Microsporidia cause opportunistic infections for which is characteristic that
accompany other primary diseases, such as AIDS, other viral or bacterial diseases and
so on. The most common clinical manifestations include diarrhea, other symptoms are
eye, lung or muscle problems. Microsporidia can also attack the kidneys or spleen and
cause an inflammatory reaction.

The aim of this work was determine the presence or absence four species of
microsporidia, Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon
cuniculi and Enterocytozoo nbieneusi in faecal samples of hematology and oncology
patients and compare the results with the results already described.



I collected 45 stool samples during the period January 2012 - January 2013. Samples
were collected in non-sterile cap bottles and processed in parasitological laboratory in
AS CR in Ceské Budgjovice.

Then | stained all samples by the Calcofluor white and examined with the
microscope Olmypus 1X70. | was looking for oval bright blue-white spores of
microsporidia. It was necessary to distinguished from yeasts.

Another method was molecular diagnostics. | isolated DNA from all 45 samples
using a commercial kit PSP Spin Stool DNA kit (INVITEK). During isolation spores
were desintegrated and DNA suitable for further processing obtained. Then | performed
polymerase chain reaction, a method using a rapid multiplication of DNA based on the
principle of replication of nucleic acids. PCR was performed in thermocycler (BIO
RAD, BIOER) for two hours. Amplification was carried out in 35 repetitive cycles of
three basic steps - denaturation, hybridization and elongation.

Gel electrophoresis was next step, that causes the distribution of the DNA
fragments. Separation was performed on basic of different molecular weights for the
current to an electric field. There result was shown by electrophoresis transluminator,
which was connected with a computer. According to the fragment length was
determined whether one of the four above-mentioned species of microsporidia is present
in the sample.

DNA extraction from gel was next step, if presence of microsporidia was
comfirmed. Then the purified DNA was send to sequencing to Korea and sequences
were evaluated. Total nine DNA fragments were send to sequencing.

Next analyses was last step. This was carried in out in the biological center of
AS CR in Ceské Budgjovice. Phylogenetic analyses determined type of genotype.

Presence of the species Encephalitozoon cuniculi, genotype Il in one
hematologic patient was confirmed. Also, presence of the species Enterocytozoon
bieneusi, genotype D in two hematologic patients and six hematologic patients was

confirmed.
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Uvod

Mikrosporidie fadime do tiSe hub. Jsou to obligitn¢ intracelularni, oportunni
parazité, kteti zptisobuji infekce témet vSech zivociSnych druhti. Velmi Casto napadaji
jedince, u nichz selhal imunitni systém. Jednd se nejCastéji o pacienty nakazenymi
AIDS, ale mikrosporidiova infekce muze také napiiklad postihnout pacienty
s nadorovymi chorobami.

Cilem mé prace bylo prozkoumat reprezentativni vzorky stolice od urcité
skupiny pacientll a zjistit pfitomnost ¢i nepfitomnost ¢tyf druhd mikrosporidii, a to
Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon cuniculi a
Enterocytozoon bieneusi.
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1. Soucasny stav

1.1. Parazitismus

Parazitismus mtizeme chapat jako vztah mezi dvéma organismy, pfi¢emz jeden
z organismu (parazit) zije na uUkor druhého organismu (hostitele) (Rysavy, 1988).
Parazit odebira hostiteli Ziviny, ¢imz mu Skodi a miize ho i zabit. Behem svého Zivota
napada parazit pouze jednoho hostitele, ¢imz se li$i od predatort (Horak, 2007).

Parazity mizeme rozdélit do riznych skupin podle jejich typickych vlastnosti.
Podle velikosti d€lime parazity na mikroparazity (viry, prvoci, bakterie), jejichz
rozmnozovani probihd uvnitf hostitele a na makroparazity (¢lenovci, helminti), kteti se
Vv hostiteli pouze vyviji, ale jejich rozmnozovani probiha mimo néj.

Dale délime parazity podle cilového hostitele. Nékteré druhy mikrosporidii
napadaji zvifata a lidi, nékteré infikuji pouze rostliny. Podle lokalizace délime parazity
na ektoparazity a endoparazity. Mezi ektoparazity patii ti parazité, kteti se vyskytuji na
povrsich téla ¢i organii hostitele. Mezi tento typ patii napiiklad vSi. Endoparazité
naopak parazituji uvniti organu a tkani hostitele. Takto parazituji naptiklad tasemnice a

dalsi helminti, ale také mikrosporidie (Kofinkova, 2006).

1.9.3. Oportunni parazité

Za oportunni parazity miZeme povazovat ty, jenZ zplUsobuji vazné choroby u
téch osob, co maji sniZzenou obranyschopnost, jako jsou napf. pacienti po
transplantacich, s nadorovymi onemocnénimi ¢i se syndromem AIDS (Didier, 2000).

Nejcastéji  zpusobuji oportunni infekce toxoplasmy, mikrosporidie ¢i
kryptosporidie. Tito parazit¢é nejsou za normdlnich podminek patogenni, ale u
imunosupresivnich jedinctt mohou zptisobit onemocnéni (Canning et Holister, 1987).

Témer 80 % pacientl trpicich AIDS zemie v disledku nakazeni oportunnimi
infekcemi. Oportunni infekce se u téchto pacienti vyskytnou v pozdéjsich stadiich
AIDS, kdy je hladina lymfocyti CD4+ , které jsou zodpovédné za specifickou imunitni
odpovéd’, velmi nizka (Kasper, 1998).
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Byl proveden vyzkum v severni Africe ve stat¢ Egypt, kdy bylo odebrano 200
vzorkl stolice od imunosupresivnich déti a 250 vzorkd od imunokompetentnich déti,
hospitalizovanych v lizkovych a ambulantnich klinikach.

Vzorky byly vySetfeny pomoci koncentracni metody, dale obarveny dvéma
odliSnymi barvicimi technikami, a to dle Giemsy a upravenou barvici technikou dle
Ziehl-Nelsona (Abdel-Haffez, 2012).

U 94 % imunosupresivnich déti byla nalezena parazitarni infekce, z toho
nejéastéji se u nich vyskytovaly druhy Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis,
Entamoeba histolytica a Giardia lambila.

U imunokompetentnich déti byla parazitarni infekce nalezena z 60% a nejcastéji
nalézanym druhem byly Entamoeba histolytica a Giardia lambila (Abdel-Hafeez,
2012).

1.2. Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou jednobunééni intracelularni parazité, pavodné zatazeni mezi
protozoa (Horak, 2007). Na zakladé molekularnich analyz byly reklasifikovany do fise
hub. Mikrosporidie se vyskytuji ve vodnich a zivocisnych zdrojich. Mohou byt ptic¢inou
infekénich chorob u pacientti po transplantaci organt, u déti, cestovateli ¢i u pacientt
se syndromem AIDS. Mikrosporidie napadaji téméf vSechny Zivoc€isné kmeny,
nejcastéji vSak korySe a hmyz. Dale mohou infikovat ryby, ptdky a také savce vcetné
¢lovéka (Anane, 2010).

Doposud bylo popsano ptiblizné 1200 druhti mikrosporidii, které byly nasledné
rozdéleny do 150 roda (Horak, 2007). V soucasné dobé je znamo ptiblizn¢ 14 druht
mikrosporidii, které infikuji ¢loveéka, z nichz nejcastéji zptsobuje lidské infekce
Encephalitozoon intestinalis a Enterocytozoon bieneusi.

Mikrosporidie mohou napadat vSechny tkdné a organy organismu, nejcastéji vSak
gastrointestindlni trakt. Dale mohou infikovat jatra, ledviny, plice ¢i slinivku, kde se

poté mize rozvinout také zanétliva reakce (Anane, 2010).
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1.3. Stavba a struktura

Infek¢nim stddiem mikrosporidii je spora. Spora je velkd piiblizné€ 1,0 — 3,0 um
X 1,5 —4,0 u. Nejcasteji ma ovalny tvar, mohou se vSak vyskytovat i tvary hruskovité ¢i
kulovité. Spora je relativné odolna vici vnéjSimu prostiedi. Mé silnou sténu slozenou
z n¢kolika vrstev — z proteinové exospory, chitinové endospory a vnitini plazmatické
membrany (Horak, 2007).

Uvniti spory nalezneme cytoplazmu s jadrem. Jadro se muze vyskytnout ve
dvou podobéch a to jako jedno jadro (monokaryon), které nalezneme napiiklad u druhi
Encephalitozoon nebo Enterocytozoon, nebo mize cytoplazma spory obsahovat dvé
jadra (diplokaryon), které nalezneme u druhti Brachiola ¢i Nosema (Didier, 2004).

Dalsi dilezitou soucasti spory je vystielovaci aparat, ktery je sloZen ze tii Casti.
K vnitini strané stény spory je zakotvené polové vldkno, coz je desitky az stovky pm
dlouhé duta trubice, zasahujici do poloviny délky spory. Druhou ¢asti vysttelovaciho
aparatu je polaroplast, ktery se tvofi navrstvenim tésné ptilozenych membranovych
lamel, obklopujicich polové vldkno. Posledni ¢ast tvofi vakuola, kterou nalezneme
V zadni ¢asti spory. Vakuola ma schopnost bobtnat.

Spora je aktivovana vnéj$imi podminkami, pfi¢emz je vymrsténo polové vlakno
a do cytoplazmy hostitelské bunky se vytlaci se obsah zvany sporoplasma (Horak,
2007).

Obr. 1 Stavba spory

Anchoring Disk
Lammellar Polaroplast
«—EXxospore

Endospore
Vesicular Polaroplast

Nucleus

Polar Filament
(Polar Tube})

Posterior Vacuole

Zdroj: Rysavy, 1988
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1.4. Zivotni cyklus
Microsporidie mohou piezit pouze uvnitt jiné Zijici buiky.

Poté, co je sporoplasma pienesena do cytoplazmy hostitelské buiiky, prochazi
mikrosporidie dvéma fazemi vyvoje (Horak, 2007).

Prvni, vegetativni fazi je merogonie. Pfi merogonii dochazi k riistu sporoplasmy
V plasmodium. Plasmodium se poté déli binarnim délenim na dcefinné buiky, tzv.
meronty. Meronti jsou nékolik pm velké bunky mikrosporidii a maji jednoduchou
strukturu. Obsahuji pozustatky mitochondrii a velmi primitivni Golgiho aparat. K déleni
plasmodia na meronty dochazi tak dlouho, az je buiika zcela zaplnéna meronty. Poté se
na povrchu mikrosporidii za¢ne vytvaret elektrodenzni sténa.

Nyni za¢ina druha faze vyvoje, sporogonie. Jednotlivé bunky se osamostatiiuji a
vznikaji tak sporoblasty. Poslednim stadiem sporulace je spora, kterd vznikd z kazdé
bunky parazita. V této chvili je jiz hostitelska bunka poskozovana (Horak, 2007).

Spory mohou byt také vytvafeny ve dvou generacich. Prvni generace spor $ifi
infekci v hostiteli, naopak druha generace $iii infekci do vné&jSiho prostiedi. Je to
zpusobenou tlouStkou bunééné stény mikrosporidie. Prvni generace mikrosporidii ma

bunécnou sténu tenci, druha generace naopak silngjsi (Vavra et Larson, 1999).

1.5. Pienos a zdroje onemocnéni

Existuje né€kolik zplsobid prenosu mikrosporidii. Vertikdlni neboli také
transplacentarni pfenos z matky na dité nebyl u lidi zaznamenan. Tento druh pfenosu
byl popsan u hlodavci (Horak, 2007).

Horizontalni pfenos je umoZnén fekaln€ oralni cestou, pozitim kontaminované
vody ¢i vdechnutim kontaminovaného vzduchu. Rizikové je také nitroZilni uzivani drog
¢1 pohlavni styk u homosexuali (Mota et al, 2000).

Mikrosporidibzou se ¢lovék muze nakazit po poziti vody, ktera je
kontaminovéna vykaly nakaZenych zvitat. Jelikoz spory mikrosporidii jsou odolné,
dokazi ve vodé& piezit. ZvySené riziko ndkazy mikrosporidii je také v rekreacnich
bazénech ¢i ve vifivkach (Didier, 2004). Dal$im zdrojem mikrosporidii je nedostate¢né

tepelné upravené hovézi a rybi maso.
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Dale se ¢lovék mlize nakazit mikrosporidiozou od infikovanych zvitat. Existuje
pomérné Siroké spektrum zivocichi, ktefi mohou byt infikovany jednotlivymi druhy
mikrosporidii a u nich muze dojit k pfenosu na ¢lovéka, viz tabulka 1. Byl hlasen
ptipad, kdy se projevila mikrosporidiéza u ditéte po styku se Sténaty, ktera byla
infikovana druhem Encephalitozoon cuniculi (Mclnnes a Stewart, 1998).

Tab. 1 Vyskyt jednotlivych druht mikrosporidii u riznych zivocicht

Druh mikrosporidie Zivogich
Encephalitozoon cuniculi Kralik
Liska
Koza
Hlodavci
Encephalitozoon intestinalis Pes
Prase
Skot
Koza
Enterocytozoon bieneusi Selmy
Skot
Prase
Drubéz

Zdroj: Didier, 2004

1.6. Onemocnéni

Mikrosporidie nej¢astéji napadaji jedince s oslabenym imunitnim systémem, ale
infekce mohou zpiisobit i u zdravych jedinci. Pribeéh infekci zplsobenych
mikrosporidiemi zavisi na imunitnim stavu hostitele.

Zlepsenim diagnostiky bylo zji§téno, ze mikrosporidiéza se mize kromé osob
s infekci HIV vyskytovat 1 déti, pacientd po transplantaci organli i u starSich osob
(Didier, 2006).

NejcastéjSimi priznaky mikrosporididzy jsou priijmy, dale mohou byt postizeny

ledviny, plice.

15



1.7. Imunitni odpovéd’

Pfi obrané organismu proti mikrosporidiovym infekcim se uplatituje humoralni
imunitni odpoveéd’. Diilezitou roli zde hraji cytotoxické T lymfocyty ( CD8+). Produkuji
cytokiny, které se diky svym cytotoxickym ucinkiim uplatiiuji pfi prozanétlivé reakci. U
infekci zptisobenych mikrosporidii Encephalitozoon se uplatiuji prozanétlivé cytokiny
jako je naptiklad tumor nekrotizujici faktor (TNF), interferon gamma (INF) a
interleukin 12 (IL-12) (Anane, 2010).

1.8. Lécba

K 1é¢bé mikrosporididozy se vyuZzivaji nejvice léCiva albendazolsulfoxid a
fumagilin.

Albendazolsulfoxid patii do skupiny benzimidazoli a ma antimykotické ucinky. Je
u¢inny proti mikrosporidii Encephalitozoon (Kotler a Orenstein, 1999).

Fumagilin je antibiotikum, které se pouziva pii 1é¢bé keratokonjuktivitidy
zpusobené rodem Encephalitozoon. Nezadoucimi u¢inky vSak byli neutropenie a
trombocytopenie u nékterych pacientt.

Na snizeni vyskytu mikrosporidiovych infekci se také podili vysoce aktivni
retroviarni terapie (HAART), kterd se vyuziva k 1é€b¢ pacienti nakazenych AIDS, ktefi

Casto trpi pravé mikrosporidiovymi infekcemi (Conteas et al, 2000).
1.9. Druhy mikrosporidii napadajici ¢lovéka

1.9.1. Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi je nejcastéjsi mikrosporidie, ktera zptisobuje infekce u
Cloveéka. Napada enterocyty, které¢ se nachdzeji v klcich tenkého stieva. Infekce je
doprovazena hyperplazii krypt, zvySenim poctu intraepitelidlnich lymfocyti (Shadduck,
1993).

BéZnymi klinickymi pfiznaky, které jsou spojené s infekcemi zpisobenymi
mikosporidii Enterocytozoon bieneusi u osob trpicich AIDS, jsou pfetrvavajici prajem,
bolesti bticha ¢i hubnuti (Kotler a Orrenstein, 1998). Existuji vSak i ptipady, kdy miize

Enterocytozoon bieneusi napadnout dychaci ustroji a zptsobit infekce plic.
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Pritomnost Enterocytozoonu bieneusi byla také zjisténa Vv pfirodnich zdrojich,
jako je povrchova voda, ale 1 divoka ¢i domestikovand zvirata. To vyvolalo obavy z

pfenosu na ¢loveéka (Thellier, 2008).

1.9.2. Encephalitozoon intestinalis

Druhou nej¢astéjsi mikrosporidii, kterou lze detekovat u lidi, je Encephalitozoon
intestinalis. Poprvé byla identifikovana v roce 1993 v materialu od pacientti nakazenych
syndromem AIDS. Encephalitozoon intestinalis se mtize dale vyskytovat u lidi trpicich
cestovatelskymi prijmy ¢i enteritidami, vyznamni jsou také pacienti po transplantacich
(Annane et Attouchi, 2010).

Encephalitozoon intestinalis je také Castou pfi¢innou ulcerace tenkého stieva,
dale akutnich i chronickych zanétl stfeva. Muze se Sifit do celého téla, kde pak
zpusobuje zanéty organt a tkani, které infikoval, jako je napftiklad slinivka ¢i ledviny.

Dale muze zptisobovat oéni infekce (Didier, 1998).

1.9.3. Encephalitozoon hellem

Encephalitozoon hellem je tfetim nejcastéj$im druhem mikrosporidii, ktery se
vyskytuje u lidi. Kromé ¢lovéka mize napadat také rizné zivocichy, nejcastéji ptaky, u
nichZ muiZe zpusobit stievni potize (Snowden, 2000).

Encephalitozoon hellem zptsobuje onemocnéni zvlasté u osob trpicich AIDS.
Zpusobuje predevSim rizné infekce oci, naptiklad spojivek, dale také dychacich cest

(Schwartz, 1993).

1.9.4. Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi neboli kralici byl nalezen u kralikd, dale mize
infikovat také Selmy, hlodavce, kon¢ ale také ¢loveéka. Nejvétsi vyskyt E. cuniculli byl
zaznamenan u pacientd s chorobami ledvin a neurologickymi obtizemi. U ¢lovéka
zpusobuje piedevSim zanéty, napt nefritidu, pankreatitidu ¢i rhinosinutidu, které byly
nalezeny u pacientti s AIDS (Franzen,1996).

Clovék se miize infikovat E. cuniculi po styku se zvifetem, ptenos z ¢lovéka na

¢lovéka zatim nebyl prokazan (Didier, 1995).
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1.10. Metody detekce mikrosporidii
Diagnéza mikrosporididozy je zalozena na piitomnosti spor v biologickych
vzorcich. NejCastéji se pouziva nativni vzorek stolice, spory ale mizeme nachazet i

Vv mo¢i, mozkomi$nim moku ¢i ve sputu (Didier, 2005).

1.10.1. Mikroskopické metody

umoznuje pozorovat naptiklad spory.

1.10.1.1. Barveni
Vzhledem k malé velikosti spor nemohou byt mikrosporidie identifikovany
v Cerstvych vzorcich stolice bez zvlaStniho barveni. Nejkonkrétnéj$i a nejvice
pouzivana metoda barveni pouzivana K identifikaci spor mikrosporidi je Weberovo
trichromatické barveni (Bryan, 1994). Spory se pod mikroskopem jevi jako vejcita

téliska, pozadi je zbarveno modie nebo zelené ( Franzen, 1999).

1.10.1.2. Elektronova mikroskopie
Pouzit mizeme také elektronovou mikroskopii. Lze ji uplatnit pro tkanové
biopsie, biologické tekutiny (mo¢, mozkomisni mok,..), ddle mlizeme pouzit vzorky
stolice (Frazen,1994). U vzorku stolice a biologickych tekutin je diferenciace obtizna,
protoze vétsina proliferacni faze chybi, tyto typy vzorkt obsahuji pouze spory (Dei-cas,
1994). Pro material ztkanové biopsie je vyhodna elektronova mikroskopie z toho
divodu, Ze umoznuje detekci riznych fazi vyvoje parazita. Citlivost této metody je vSak

omezena z davodu malého mnozstvi materialu.

1.10.1.3. Transmisni elektronova mikroskopie
Mikrosporidie muzeme dale pozorovat pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. Tato technika neni bézné€ pouZzivana v rozsahlych diagnostickych studiich,
protoze je u ni vyZadovan vysoky stupent odbornych znalosti, je ndkladna a relativné

necitliva (Franzen, 1999).
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1.10.2. Histochemické metody

Pro diagnostiku mikrosporidii vmoci a stolici jsou vyuzivany také
histochemické metody. Pouzivaji se fluorescen¢ni barviva jako napt. CalcofluorWhite,
ktery véaze polysacharidy celulozy a chitinu nachazejici se ve sténé spor mikrosporidii.
Jsou pomémeé citlivé a ¢asoveé nenaro¢né. Pod fluorescenénim mikroskopem v rozsahu
350 — 440 nm bile zafi. Kvasinky také obsahuji chitin a vazou na sebe fluorescen¢ni
barviva coz nékdy vede k falesné pozitivnim vysledkim pro diagnostiku

mikrosporidiozy (Fedorko, 1996).

1.10.3. Serologické metody

Pro detekci mikrosporidii v Krvi jsou v mensi mife vyuzivany také serologické
metody, napiiklad imunochemické barveni protilaitek ¢i ELISA. Nejcastéji byla
serologickymi testy provadénymi na laboratornich zvitatech detekovana mikrosporidie
Encephalitozoon cuniculi,  tytéz testy byly také pouzity pro  detekci
Encephalitozoon cuniculi u lidi (Singh, 1982).

1.10.4. Molekuldrni diagnostika

Pti detekci mikrosporidii je Casto vyuzivana PCR (polymerazova fetézova
reakce). PCR se pouziva pro druhové a genotypoveé specifickou detekci mikrosporidioz
(Fedorko, 1996). PCR umoziiuje selektivni amplifikaci z DNA nebo RNA. Je vybran
fragment z komplexniho genomu enzymatickou amplifikaci in vitro. DNA je
denaturovana zahiivanim, poté se teplota snizi, specifické oligonukleotidové primery se
kfizi na jejich komplementarni sekvence na protilehlych stranich. Sablona DNA pak
postupuje v obou orientacich z primerl enzymatickou katalyzou s Taq (pGvodné
izolovany z bakterie Aquaticus thermus) a vysledkem jsou dvoufetézcové produkty.
Tato syntéza se opakuje (obvykle) vice nez v 30-35 cyklech v automatizovaném
termocykleru, a muze trvat az nékolik hodin. Béhem kazdého cyklu je Sablona
replikovana na dvojnasobek, takZe po skonceni dostaneme miliony kopii plvodni

Sablony, které jsou k dispozici pro dal§i manipulaci nebo analyzy (Felleisen, 1996).
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2. Cile prace a hypotézy
2.1. Cile
1) Sepsat literarni resersi o tématu
2) Shromazdit vzorky stolice hematologickych a onkologickych pacient
3) Vzorky vySetiit pomoci PCR na pfitomnost mikrosporidii.
4) Vysledky dat do souvislosti s dal§imi informacemi o pacientech.

5) Porovnat vysledky s dosud publikovanymi vysledky.
2.2. Hypotézy

H1 = Lécba cytostatiky vyuzivand u pacienti s nadorovym onemocnénim ma

zaroven antimikrosporidiové Gcinky.
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3. Metodika

3.1. Charakteristika sledovaného souboru
Sledovanou skupinou byli hematologicti pacienti (déti) a onkologicti pacienti ve
veku od 2 do 77 let. Celkem mi bylo poskytnuto 45 vzorki stolic, pficemz 20 vzorka
(44,4 %) od hematologickych pacientt mi poskytla mykologicka laboratot z Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. a 25 vzorkll (55,5%) od onkologickych pacientl mi bylo

poskytnuto onkologickym oddélenim fakultni nemocnice Plzeii — Lochotin.

Tab. 1 Procentualni zastoupeni pacientti dle pohlavi a daného onemocnéni

Pacient
Pohlavi Hematologicky Onkologicky
Zena 45% 36%
muz 55% 64%
Celkem 100% 100%

Tab. 2 Procentualni zastoupeni pacient dle véku

Pacienti

Vék Hematologicti Onkologicti
1-15 90% 0%
16 - 30 10% 8%
31-50 0% 16%
51-70 0% 52%
71-90 0% 24%
celkem 100% 100%

Tab. 3 Procentualni zastoupeni pacientt dle diagnozy

a) Hematologicti pacienti
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Zastoupel:;0 pacientii v Diagnéza

50 D 696
30 C 910
10 can
10 C 719

Celkem 100

Diagnodza

D 696....trombocytopenie NS

CO911....chronicka lymfatické leukemie

C 910....akutni lymfoblasticka leukemie

C 719....zhoubny novotvar NS

Zdroj: Mezinérodni statisticka klasifikace nemoci

b) Onkologicti pacienti

Zastoupeni pacientt v . .

% Diagnoza
44 Co11
28 C 920
8 C 900
8 C 820
8 C 838
4 C 830

Celkem 100

Diagnoza

C911.....chronicka lymfatickd leukemie

C 920.....myeloidni leukemie

C 900.....mnohocetny myelom

C 820.....folikularni lymfom

C 838.....non-folikularni lymfom

C 830.....non-Hodkinsky B-lymfom

Zdroj: Mezinarodni statistickd klasifikace nemoci
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3.2. Odbér vzorki
Nativni vzorky stolice urené k vyzkumu byly odebirdny do nesterilnich
uzaviratelnych nadobek a transportovany do laboratote, ve které byl vyzkum provadén,
Vv prenosném chladicim boxu. Pokud vzorek stolice nebyl zpracovan v den odbéru, byl
uchovavan v chladu pii teploté¢ 5 °C. Doba mezi odbérem vzorku a jeho zpracovanim
nebyla delsi nez 7 dni. Jsem si védoma mozného ovlivnéni vysledk vySetieni

zpusobeného praveé dobou zpracovani vzorki.

3.3. Metody zpracovini

3.3.1. Mikroskopické vysSetieni
Pomoci mikroskopické metody barveni Calcofluorem jsem hledala v mikroskopu
spory mikrosporidii ovalného tvaru, které sviti jasné modrobile (Obr. 1)

Obr. 1 Spory mikrosporidii obarvené Calcofluorem white

Zdroj: Lynne S. Garcia

3.3.1.1.  Barveni Calcofluorem \White
Pouzité chemikalie

1) 1 % Calcofluor White (0,1 g, 100 ml PSB)
2) 0,5 % Evansova modi (0,05 g, 100 ml PSB)

23



Pracovni postup

1) Vzorek stolice rozetieme na podlozni sklo a nechame zaschnout.

2) Fixujeme preparaty methanolem, nechame zaschnout 2 minuty.

3) Barvime 1 % calcofluorem po dobu 10 minut.

4) Preparaty opatrné oplachneme pod tekouci vodou.

5) Dobarvime 0,5 % Evansovou modii po dobu 30 sekund.

6) Opét opatrné oplachneme pod tekouci vodou a nechame zaschnout.
Preparaty prohlizime pod fluorescenénim mikroskopem OLYMPUS X 70 (Obr. 2) za
pouziti olejové imerze pii vinové délce 490 nm.

Obr. 2 Mikroskop OLYMPUS IX 70

Zdroj: Dorazilova foto
3.4.1. Molekuldrni diagnostika

3.4.1.1. lzolace DNA
Izolace DNA ze vzorki stolice byla provadéna pomoci komeréniho kitu PSP

Spin Stool DNA Kit (INVITEK) (Obr. 3)
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Pracovni postup:

1) Odebereme 200 — 400 mg stolice (velikost hrachu).

2) Vzorek stolice pifeneseme do Safe-Lock-Tube, pfidame par sklenénych kulicek,
2-3 zirkonové kulicky a pfipipetujeme 900 pl LysisBuffer P.

3) Vortexujeme a poté rozbijime 1 minutu ve Fast Prep 24 (z divodu rozbiti spor).

4) Vzorky inkubujeme v termobloku 10 minut pii 95 °C.

5) Centrifugujeme 1 minutu pii 13 400 ot/min.

6) Supernatant piepipetujeme do InviAdsorb-Tube (ependorfka s uhlim), 15
S vortexujeme.

7) Centrifugujeme 3 minuty pii 13 400 ot/min.

8) Supernatant ptepipetujeme do Cistych ependorfek a opét centrifugujeme 3
minuty pfi 13 400 ot/min.

9) Vezmeme si nové ependorfky, napipetujeme do nich 25 ul Proteinase K a
ptipipetujeme 400 pl supernatantu, vortexujeme 5 sekund.

10) Inkubujeme v termobloku 10 minut p#i 70 °C.

11) Piipipetujeme 400 pl Binding Buffer P a opét vortexujeme.

12) Nasledn¢ veskery objem piepipetujeme do Spin Filter + Tube (Ependorfka
s kolonou), centrifugujeme 1 minutu pii 13 400 ot/min

13) Odpad z ependorfky vylijeme a piipipetujeme 500 pl roztoku Wash 1.

14) Centrifugujeme 1 minutu pti 13 400 ot/min.

15) Odpad opét vylijeme a pfipipetujeme 800 pl Wash I1.

16) Opét centrifugujeme 1 minutu pii 13 400 ot/min.

17) Odpad vylijeme a centrifugujeme 3 minuty pti 13 400 ot/min.

18) Ependorfku vyhodime, na kolonu nasadime ¢istou ependorfku, napipetujeme
200 pl predehiatého ElutionBuffer D a centrifugujeme 1 minutu pii 8 500
ot/min.

19)Kolonu vyhodime a ftadné popsané ependorfky s vyizolovanou DNA

uchovavame v mrazaku pii -20°C.

Obr. 3 Komeréni kit PSP Spin Stool DNA Kit (INVITEK)
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Obr. 4 Homogenizator (FastPrep-24, M. P. Biomedicals)

g AT
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Zdroj: Dorazilova foto
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3.4.1.2. Polymerazova ietézovd reakce (PCR)

Pomoci metody PCR Ize snadno a rychle dosdhnout zmnozeni usekii DNA.
Vysledkem je velké mnozstvi kopii ptivodni sekvence DNA.

Pro tento vyzkum byly provedeny dvé sady PCR, z nich kazd4 obsahovala rizné
primery. Prvni sadou se prokazovala pfitomnost Enterocytozoonu bieneusi a druhou
sadou Encephalitozoon spp. Nezbytnou soucasti byla pozitivni a negativni kontrola.

Celkovy objem reakéni smeési Cinil pro kazdou sadu PCR 25 pul, pficemz u
primarni faze PCR tvofil 20 ul Master Mix (Tab.1) a zbylych 5 ul DNA a u druh¢ faze
PCR, ktera jiz neobsahovala ptidavek BSA, tvofil Master Mix 23 ul (Tab. 2) a DNA
zbylé 2 pl.

Tab. 1 Master Mix pro primarni PCR

Roztok Objem (ul)

Destilovana H,O 12,87

Pufr 2,5

D'NTP; 0,5

MqgCl, 1,5

primer forward 0,5

primer reverse 0,5

BSA (pouze u 1.sady PCR) 1
Taq polymeraza 0,63

Soucet 20
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Tab. 2 Master Mix pro sekundarni PCR

Roztok Objem (ul)

Destilovana H,O 16,87

Pufr 2,5

D’'NTP3 05

MqgCl, 1,5

primer forward 0,5

primer reverse 0,5

BSA (pouze u 1.sady PCR)

Taq polymeraza 0,63

soucet 23

Tab. 3 Primery pro Enterocytozoon bieneusi

Primery Sekvence
Primarni PCR
EBITS 3 GGT CAT AGG GAT GAA GAG
EBITS 4 TTCGAGTTCTTT CGC GCT C
Primery Sekvence
Sekundarni PCR
EBITS 1 GCT CTG AATATCTATGGTT
EBITS 2,4 ATC GCC GAC GGA TCC AAG TG

Tab. 3 Primery pro Encephalitozoon spp.

Primery Sekvence
Primarni PCR
INT 580 F TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT
INT 580 R TTT CAC TCG VVG CTA CTC AG
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Primery Sekvence
Sekundarni PCR
MSP 3 GGA ATT CAC ACC GCC CGT CVY TAT
MSP 4 A CCAAGCTTATGC TTA AGT YMA ARG GGT

Primarni faze PCR pro druh Enterocytozoon bieneusi se provadél v temocycleru
T100 Thermal Cycler (BIO RAD). PCR trvala 2 hodiny. Nasedani primerti probihalo
pii 57°C. Sekundarni faze pro tento druh probihala v termocycleru LifePro Thermal
Cycler (BIOER) a trvala taktéz 2 hodiny. Nasedani primerQ probihalo pii 55°C.

Amplifikacni program zahrnoval nasledujici kroky:

1. Denaturace pti 94°C/ 3 minuty

2. Denaturace pii 94°C/45 sekund

3. Nasedani primert pii 57°C/45 sekund

4. Syntéza nového fetézce pii 72°C/1 minuta

5. Dokonceni syntézy fetézce pti 72°C/7 minut
Cyklus zahrnujici krok 1. - 2. probihal 35x.

Primarni faze PCR pro druh Encephalitozoon bieneusi se provadeél
v temocykleru LifePro Thermo Cycler (BIOER). Sekundarni faze probihala taktéz
v thermocykleru LifePro Thermal Cycler (BIOER). Nasedani primeri probihalo v obou
fazich pii 55°C. PCR trvala stejné jako u druhu Enterocytozoon bieneusi 2 hodiny.

Amplifikacni program zahrnoval nasledujici kroky:

1. Denaturace pti 94°C/3minuty

2. Denaturace pii 94°C/45 sekund

3. Nasedani primert pti 55°C/45 sekund

4. Syntéza nového fetézce pti 72°C/1 minuta

5. Dokonceni syntézy fetézce pii 72°C/7 minut
Cyklus zahrnujici kroky 1. - 2. Probihal 35x.
Obr. 1 Thermocycler LifePro Thermal Cycler (BIOER) a T100 Thermal Cycler (BIO
RAD)

29



Zdroj: Dorazilova foto

3.4.1.3. Gelova elektroforéza
Elektroforéza je separacni metoda, ktera vyuziva rozdilné pohyblivosti nabitych
¢astic v elektrickém poli. Na tomto zaklad¢ jsme schopni pomoci elektroforézy izolovat
molekuly.

Gelovou elektroforézou byla zkoumana délka amplifikované DNA.

Pouzité chemikalie:
a) TAE pufr
b) Agar6za
¢) Ethidium bromid (EtBr)
d) 100 bp DNA ladder

Pracovni postup:
1. Erlenovu banku se smési agardézy a TAE pufru (v poméru 1:100) zahiejeme
v mikrovince, dokud roztok nezacne probublavat.
2. Banku zchladime pod tekouci studenou vodou.
3. Pfipitejume pfiblizn¢ 1 pl EtBr a dobfe promichame.
4. Smés opatrné vylijeme do pfipravené vanicky s hiebenem tak, aby se

netvotily bubliny.
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5. Gel nechdme pfiblizn¢ 10 minut tuhnout.
6. Poté gel vlozime do elektroforetické vany starty vlevo u zaporné elektrody.
7. Opatrné vyndame hieben a do vzniklych jamek pipetujeme vzorky
V nasledujicim potadi:
a) 1.jamka — ladder
b) 2.jamka —vzorek
c)
d) posledni start — negativni kontrola
8. Elektroforéza byla provadéna pii 95 V, ptiblizn€ ¥ hodiny.

9. Vizualizace rozdélené DNA byla v transluminatoru.

Obr. 1 Gelov4 ektroforéza

Zdroj: Dorazilova foto

3.4.1.4. Extrakce DNA z gelu
V ptipadé nalezu pozitivnich vzorkl pfi elektroforéze nésleduje extrakce DNA

z gelu.

Pouzité chemikalie:
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a) QG pufr
b) PE pufr
¢) PCR voda

Pracovni postup:

1.

Cistym skalpelem vyiizneme pozitivni fragment DNA z gelu a pfemistime
do ptipravené eppendorfky.

Ptipipetujeme 400 pl QG pufru.

Inkubujeme v termobloku 10 minut pii 50°C a kazdé 2 minuty
promichavame.

Veskery objem z eppendorfky piepipetujeme na kolonu a centrifugujeme 1
minutu/13 400 ot/min.

Odpad ze sbérné zkumavky vylijeme a zkumavku opét nasadime na kolonu.
Ptipipetujeme 500 pl QG pufru a opét centrifugujeme 1 minutu/13 400 ot.
Opét vylijeme odpad ze sbérné zkumavky a zkumavku opét nasadime na
kolonu.

Dale ptipipetujeme 750 pl PE pufru na kolonu, inkubujeme 2-5 minut a
centrifugujeme 1 minutu/13 400 ot/ min.

Odpad ze sbérné zkumavky vylijeme a s kolonou centrifugujeme opét 1

minutu/13 400 ot/min.

10. Na kolonu ddme novou eppendorfku a povedeme eluci napipetovanim 30 pl

PCR vody.

11. Inkubujeme 1 minutu a poté centrifugujeme 1 minutu/13 400 ot/min.

Vyextrahovanou DNA uchovavame v lednicce. Poslednim krokem je sekvenace, ktera

nam urci, o jaky genotyp se jedna. Sekvenace probihala v Koreli.
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4. Vysledky

4.1. Calcofluor white
Touto metodou jsem se v mikroskopu snazila zachytit spory mikrosporidii, pro
nez je charakteristicky ovalny tvar a mély by zafit jasné modrobile. Bylo nutné je odlisit
od kvasinek.

Ze vsech 45 vzorkl jsem neprokazala pfitomnost spor ani u jednoho vzorku.

4.2. Polymerdzova ietézovd reakce
Metodou PCR jsem vysetiila vSech 45 vzorku stolice. Z celkového mnozstvi
bylo na sekvenaci zaslano 9 fragmenti DNA. Déle byla provedena analyza
v biologickém centru AV CR Ceské Budéjovice, kterd uréila, o jaky konkrétni genotyp

se jedna.

4.2.1. Vyhodnoceni sekvenace a dalsi analyzy

Sekvenaci a fylogenetickou analyzou byla u 6 onkologickych pacientl potvrzena
pfitomnost druhu Enterocytozoon bieneusi, konkrétné E. bieneusi genotyp D. U dvou
hematologickych pacientti byl nalezen také druh Enterocytozoon bieneusi, genotyp D a
u jednoho hematologického pacienta byla nalezena piitomnost druhu Encephalitozoon

cuniculi, konkrétn¢ E. cuniculi genotyp Il (Tab. 1 a Tab. 2)

Tab. 1 Vysledky sekvenace a fylogenetické analyzy — hematologicti pacienti

pacient | vék | pohlavi | diagnéza Vyhodnoceni fylogen.analyzy
1 M C 910 Encephalitozoon cuniculi - genotyp 11
2 17 7 C 910 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
3 2 Z D 696 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
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Tab. 2 Vysledky sekvenace a fylogenetické analyzy — onkologicti pacienti

pacient | vék | pohlavi | diagnéza Vyhodnoceni fylogen.analyzy
1 73 M C 900 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
2 75 7 C 820 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
3 70 M C 920 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
4 59 7 C 830 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
5 63 M C 820 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D
6 77 M C 920 Enterocytozoon bieneusi - genotyp D

Tab. 3 Zastoupeni hematologickych pacienti dle pohlavi a pfitomnosti/neptitomnosti

druhu Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi
celkem
poz neg
pohlavi zena 0 9 9
muz 1 10 11
celkem 1 19 20
, zena 0% 45% 45%
pohlavi
muz 5% 50% 55%
celkem 5% 95% 100%

Tab. 4 Zastoupeni hematologickych pacientil dle pohlavi a pfitomnosti/neptitomnosti

druhu Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi
neg celkem
poz
pohlavi zena 1 8 9
muz 1 10 11
celkem 2 18 20
, Zena 5% 40% 45%
pohlavi
muz 5% 50% 55%
celkem 10% 90% 100%

Tab. 3 a tab. 4 nam ukazuji, Ze pohlavi nema vliv na vyskyt mikrosporidii.
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Tab. 5 Pritomnost/nepfitomnost druhu Encephalitozoon cuniculi a Enterocytozoon

bieneusi u hematologickych pacientt dle jednotlivych diagnéz

Encephalitozoon cuniculi Enterocytozoon bieneusi
celkem celkem
diagnoza poz neg poz neg
D 696 0 10 10 1 9 10
C 910 1 5 6 1 5 6
Coi11 0 2 2 0 2 2
C 719 0 2 2 0 2 2
celkem 1 19 20 2 18 20

Tab. 6 Smérodatna odchylka a t-test

vék poz neg
pramér 12,5 8,4
sm.odchylka 2,9 59
t-test 0.250705926

Vypocet smérodatné odchylky a t-testu dokazuje, ze se dané hodnoty od sebe pfilis

nelisi.

Tab. 7 Zastoupeni onkologickych pacienti dle pohlavi a pfitomnosti/neptitomnosti

druhu Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi
celkem
poz Neg

pohlavi zena 2 7 9

muz 4 12 16

celkem 6 19 25
. Zena 22% 78% 100%

pohlavi

muz 25% 75% 100%
celkem 24% 76% 100%

Tab. 6 nam ukazuje, Ze pohlavi nema vliv na vyskyt mikrosporidii.
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Tab. 8 Pritomnost/nepfitomnost druhu Enterocytozoon bieneusi u onkologickych

pacientt dle jednotlivych diagnéz

Enterocytozoon bieneusi Celkem
diagnoza poz neg
C 820 2 0 2
C 830 1 0 1
C 838 0 2 2
C 900 1 1 2
Coal1 0 11 11
C 920 2 5 7
celkem 6 19 25
Tab. 9 Smérodatna odchylka a t-test
vék poz neg
pramér 53,6 69,5
sm.odchylka 14,0 7,1
t-test 0.00702

Vypocet smérodatné odchylky a t-testu dokazuje, ze se dané hodnoty se od sebe piilis

nelisi.
Tab. 10
1écba
indukéni chemoterapie "priming""HD-CPA+G-
pacienti "7+3" CSF HAM |HIiDAC |CTD
poz 2 1 2 1 0
neg 3 4 7 3 2

Pozn.: HAM = vysokodavkovany cytosin-arabinosid a mitoxantron

CTD = cyklofosfamid, thalidomid, dexametazon

Z tabulky je patrné, ze nejvice pacienti (9) bylo 1é¢eno 1écbou HAM, z toho u dvou

pacientl se potvrdila pfitomnost mikrosporidii.
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5. Diskuze

Cilem mé bakalaiské prace bylo zjistit vyskyt ctyf druhti mikrosporidii
(Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem,
Enterocytozoon bieneusi) ve vzorcich stolice hematologickych a onkologickych
pacienttl.

Vzorky jsem zpracovavala metodou barveni Calcofluorem white , nasledné jsem
preparaty pozorovala pod mikroskopem Olympus IX 70 a hledala spory mikrosporidii.
Mikroskopické metody jsou relativné necitlivé, proto se nepotvrdila piitomnost
mikrosporidii a byla proto provedena dalsi, citlivéjsi analyza.

Dalsi vysetfovaci metodou byla polymerazova tfetézova reakce. Devét fragmentil
DNA bylo zaslano na sekvenaci, dale byla provadéna analyza, kterd potvrdila
pfitomnost dvou druhd mikrosporidii. Druh Encephalitozoon cuniculi byl nalezen u
jednoho pacienta s hematologickym onemocnénim, konkrétné s akutni lymfoblastickou
leukémii. Jednalo se o genotyp I1.

Encephalitozoon cuniculi je mikrosporidie vyskytujici se prevazné u kraliku,
dale ji mizeme nalézt u hlodavct ¢i Selem. Pro E. cuniculi je typicky zoonoticky pienos
(Didier 1995). Lze tedy predpokladat, ze dany pacient se mohl nakazit po styku
s kraliky ¢i jinymi savci.

Dale byl nalezen u dvou hematologickych a Sesti onkologickych pacientli druh
Enterocytozoon bieneusi, konkrétné genotyp D. E. bieneusi je nejéastéjSim druhem
mikrosporidii, ktery miizeme nalézt u ¢lovéka (Shadduck, 1993).

Smetanova ve své bakalarské praci zjiStovala vyskyt mikrosporidii ve vzorcich
stolice ziskanych od déti. V Zadném z téchto vzorkii se mikrosporidie nevyskytovaly.
Jako moZzny divod absence mikrosporidii Smetanova relativné maly pocet vzorkl
(Smetanova, 2011).

Vysledky vyzkumu bakalatské prace Pelikanové, kterd pomoci PCR zjistila
nejvyssi vyskyt mikrosporidii u pacientd starSich 50 let, by mohly byt v souladu s mymi
vysledky (Pelikanova, 2009).

Také vysledky vyzkumu Kfiivankové, kterd zpracovavala vzorky ziskané od

alkoholikli, dokazuji jistou podobnost smymi vysledky. Kiivankova potvrdila
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ptitomnost druhu Encephalitozoon cuniculi genotyp I u jednoho pacienta (Kfivankova,
2011).

Cerna ve své bakalaiské praci uvedla, Ze byl metodou PCR potvrzen vyskyt
mikrosporidii U péti vzorkt, konkrétné u tiech vzorkt se jednalo o druh Enterocytozoon
bieneusi a u dvou vzorkd o Encephalitozoon cuniculi (Cerna, 2010).

V laboratoii veterinarni a lékafské parazitologie parazitologického tstavu AV
CR byla provadéna studie, jejiz cilem bylo zjistit, zda se mikrosporidiové infekce
vyskytuji u zdanlivé zdravych osob. Vyzkumu se ztc¢astnilo 15 HIV negativnich osob
ve véku od 22 do 56 let. Odebrany materidl (sérum, stolice, moc¢) byl vySetfovan
nepiimym imunofluorescenénim testem, dale mikroskopickou technikou za pouziti
Calcofluoru white a v neposledni fadé¢ byla pouzita molekularni diagnostika pro
stanoveni druu mikrosporidii. U tfinacti zkoumanych osob byla nalezena bezptiznakova
infekce zpusobena Encepahlitozoon spp. a u sedmi osob se potvrdila pfitomnost druhu
Enterocytozoon bieneusi. Vysledky této studie vedou k zavéru, ze vyskyt mikrosporidii
u zdravych jedincu je vyssi, nez se piivodné myslelo (Sak a kolektiv, 2011).

Dalsi vyzkum m¢l za cil zjistit prevalenci mikrosporidii Encephalitozoon spp a
Enterocytozoon bieneusi. Byl vysetfen material celkem od 382 osob ve v€ku od 1 do 84
let Zijicich na tGzemi Ceské Republiky. Pouzitymi metodami byla koprologie a
molekularni metody. Mikroporidiova infekce byla nalezena u 136 osob, pficemz
nejvyssi vyskyt mikrosporidii byl zaznamena u lidi starSich 50 ti let. Timto vyzkumem
se potvrdila domnénka, ze expozice mikrosporidii je béZnd u imunokompetentnich osob
(Sak a kolektiv, 2011).

V téze laboratofi byla provedena studie na 319 pacientech z Polska trpicich
onkologickym onemocnénim. Ani u jednoho z téchto pacienti nebyla potvrzena
pfitomnost mikrosporidii. Ve vyzkumu mé bakalaiské prace jsem se snaZila vyvratit
hypotézu, ze cytostatika pouzivdna k 1é€bé polskych onkologickych pacientli mayji
zaroven antimikrosporidiové u¢inky (Ditrich, ustni sdéleni).

Na zakladé mého vyzkumu jsem dospéla k zavéru, ze hematologicti i1
onkologi¢ti pacienti, u nichz se potvrdila pfitomnost mikrosporidii, maji poskozeny

imunitni systém vlivem nadorového onemocnéni | vlivem 1é¢by cytostatiky. VSichni
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onkologicti pacienti s potvrzenym vyskytem druhu Enterocytozoon bieneusi, genotyp D
byli 1é¢eni chemoterapii. Nejvice pacientt (9) bylo 1é¢eno 1éEbou HAM, z toho u dvou
pacientd se potvrdila pfitomnost druhu Enteocytozoon bieneusi, genotyp D. Dalsi dva
pacienti s potvrzenou pfitomnosti mikrosporidii byli 1éCeni indukéni chemoterapii
"7+3". Dale byla pouzivana lécba "priming"HD-CPA+G-CSF a HiDAC. Lécbou CTD
byli 1éCeni dva pacienti, u Zzadného z nich se nepotvrdila ptitomnost mikrosporidii.
Zaroven jsem vyvratila hypotézu, ze 1écba cytostatiky Gc¢inné brani mnozeni
mikrosporidii. Jsem si védoma malého poctu vzorkl potfebnych k tomuto vyzkumu (ac¢
se jednalo o maximum, které §lo pro dany vyzkum ziskat), diky tomu neni pfili§ mozné
vzorky statisticky vyhodnotit. Pti¢ina, pro¢ pacienti z Polska nem¢li mikrosporidie
vibec zUstavd nevysvétlena a ve vyzkumu mikrosporidii u onkologickych a

hematologickych pacienti je tfeba pokracovat.
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6. Zavér
1) Mikroskopickou metodou nebyla potvrzena pfitomnost zadného ze zkoumanych

druhtt mikrosporidii.

2) Metodou PCR a naslednou analyzou byla potvrzena piitomnost druhu
Encephalitozoon cuniculi, genotyp Il a to u jednoho pacienta s hematologickym
onemocnénim, konkrétné akutni lymfoblastickou leukémii (5%). Dale byla
potvrzena piitomnost druhu Enterocytozoon bieneusi, genotyp D u dvou
pacientli s hematologickym onemocnénim, konkrétné s akutni lymfolastickou
leukémii a trombocytopenii (10%) a u Sesti pacientl s onkologickym
onemocnénim, konkrétné u dvou pacientii s folikularnim syndromem, u dvou
pacientli s myelodni leukémii, u jednoho pacienta s folikularnim lymfomem a

posledni pacient trpél mnohocetnym myelomem (24%).

3) Hypotéza, ktera tvrdila, ze chemoterapie 1é¢ici nadorova onemocnéni zaroven

potlacuje mnozeni mikrosporidii v téle pacientil, byla vyvracena
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9. Prilohy

VySetrovaci protokol

a) Hematologicti pacienti

Encephalitozoon spp. Enterocytozoon bieneusi
pacient | vék | pohlavi |diagnéza| mikroskop PCR mikroskop PCR
1 17 m D 696 neg neg neg neg
2 10 z C910 neg neg neg -
3 17 m D 696 neg neg neg neg
4 11 zZ Co911 neg neg neg neg
5 11 Z D 696 neg neg neg neg
6 18 m C 719 neg neg neg neg
7 4 m C 910 neg neg neg neg
8 7 m C 910 neg neg neg neg
9 11 m D 696 neg neg neg neg
10 4 m | D696 neg neg neg | poz
11 4 m C910 neg ! neg neg
12 14 m C 910 neg neg neg neg
13 4 m D 696 neg neg neg neg
14 4 Z D 696 neg neg neg neg
15 10 zZ C 719 neg neg neg neg
16 2 m Co911 neg neg neg neg
17 2 zZ D 696 neg neg neg neg
18 2 zZ D 696 neg neg neg neg
19 4 zZ D 696 neg neg neg neg
20 4 zZ C 910 neg neg neg neg
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b) onkologicti pacienti

Encephalitozoon spp

Enterocytozoon bieneusi

pacient | vék | pohlavi |diagnéza| mikroskop | PCR mikroskop PCR
1 36 zZ Co911 neg neg neg neg
2 49 zZ Co9l11 neg neg neg neg
3 59 zZ C 920 neg neg neg neg
4 20 m Co911 neg neg neg neg
5 73 m C 900 neg neg neg -
6 63 m Co911 neg neg neg neg
7 65 Z Co911 neg neg neg neg
8 60 m C 920 neg neg neg neg
9 59 Z C 830 neg neg neg
10 27 m Co911 neg neg neg neg
11 59 m C 920 neg neg neg neg
12 55 Z Co9l11 neg neg neg neg
13 71 m C 838 neg neg neg neg
14 55 m Co911 neg neg neg neg
15 61 m C 838 neg neg neg neg
16 59 m C 900 neg neg neg neg
17 46 zZ Co911 neg neg neg neg
18 75 Z C 820 neg neg neg
19 45 m Co911 neg neg neg
20 70 m C 920 neg neg neg
21 66 m C 920 neg neg neg
22 55 zZ Co911 neg neg neg
23 63 m C 820 neg neg neg
24 77 m C 920 neg neg neg
25 73 m C 920 neg neg neg neg
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