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Abstrakt

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni paraziti zplisobujici onemocnéni zvané
mikrosporididéza. Infekéni strategii je spdra — vysoce organizovana buiika, diky niz
dochazi infikovani hostitele.

Ma prace zaznamenava pribéh mikrosporididzy, kterd je vyvoland infikovanim
experimentdlniho  modelu  druhem  mikrosporidii ~ Encephalitozoon  cuniculi

a to konkrétné genotypem ECIII.

V teoretické Casti prace je zahrnuto seznameni s mikrosporidiemi. Jsou v ni
obsazeny prvni zaznamy, které¢ zapocaly zvySenou pozornost k jejich podrobné&jsimu
zkoumani. V této ¢asti jsou popsany biologické vlastnosti a systematické zafazeni
mikrosporidii, popis jejich infek¢niho materidlu, kterym je spéra. Popisu spor a jejich
zivotnimu cyklu, diky kterému se mikrosporidie dostavaji do hostitelského téla, kde
se rozmnozuji a zpusobuji onemocnéni, se prace zabyva podrobnéji. Jsou zminény
zdroje, zpuisoby prenosi mikrosporidii a nejcastéji detekované mikrosporidie u lidi,
jejichz pozornost je nejvice vénovana pravé Encephalitozoon cuniculi — jeho historii,

vyvoji, infekénimu prabehu u hostitelll, detekci a 1é¢be.

V praktické ¢asti je popsan metodicky postup zpisobu sledovani mikrosporididzy
na experimentdlnich modelech, kterymi byly laboratorni myS$i imbredniho
imunokompetentniho kmene BALB/c a mysi s té¢Zkou kombinovanou deficienci SCID.
Mysi byly per oralné nainfikovany sporami druhu Encephalitozoon cuniculi kmene
ECII vyizolovanym z pestrusky piseéné (Lagurus lagurus). Prabéh infekce byl
sledovéan na zaklad€ koprologického vySetfeni trusu mysi a na zakladé vySetfeni vzorki
organl. Zpracovani jednotlivych vzorkd probihalo za pomoci molekularni diagnostiky
v parazitologické laboratoti AV CR v Ceskych Budgjovicich. DNA z jednotlivych
tkdni, organii a télnich tekutin byla vyizolovana pomoci komeréniho kitu QIAamp®
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN), trus byl zpracovdvan pomoci komeréné
dodavaného kitu QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). Principem bylo rozbiti



jednotlivych spor a ziskani Cisté DNA, kterda byla vhodna k dal§imu zpracovani.
Nasledné byla provedena dvoukrokova polymerazova fetézcova reakce. Diky této
metod¢ dojde k rychlému zmnozeni DNA zaloZenému na principu replikace nukleovych
kyselin. Nasledujicim krokem byla gelova elektroforéza, pti niz dochazi k rozdéleni
DNA na jednotlivé fragmenty na zaklad¢ rozdilnych molekulovych hmotnosti
pusobenim jednosmérného elektrického proudu. Vysledky byly vizualizovany UV
transluminatorem pii vinové délce 312 nm, propojenym s pocitacem, na kterém byly
jednotlivé vysledky pozorovany.

Soucésti vyzkumu byla 1écba albendazolem BALB/c mysi. Lék byl peroralné
podavan v rozmezi od 28. do 42. dne po infekci.

Ziskané vysledky o pribéhu mikrosporididzy jednotlivymi organy a tkdnémi,

véetné zahrnuté 1é¢by, byly zaznamenéany do piehlednych tabulek.

V zavéru prace je sepsano shrnuti vyzkumu a jeho porovnani s pifedchozimi
studiemi. Vysledky poukazaly na to, ze mikrosporidie mohou byt hrozbou nejenom
pro lidi trpici imunodeficienci, ale diky jejich tspé$nému pfeziti v organech
imunokompetentnich hostiteli a jejich schopnosti aktivace z nedetekovatelné hladiny,
zdiiraziuji nebezpeci latentni mikrosporididzy jako rizikovy faktor Zivot ohrozujici
skupiny osob podstupujici chemoterapii nebo transplantaci organt, kdy pacienti mohou

ziskat infikovany $tép od darce.



Abstract

Microsporidia are obligate intracellular parasites causing disease called
microsporidiosis. The infectious strategy is a spore - a highly organized cell which gives
a rise to the infection of the host.

This bachelor thesis records the progress of microsporidiosis provoked by the
infection of the experimental model of the species of microsporidia Encephalitozoon
cuniculi, namely of the genotype ECIII.

The theoretical part includes the familiarization with microsporidia. In this part,
there are first records leading to paying more attention to them and initiating their closer
examination. This section describes both the biological characteristics and the
systematic categorization of microsporidia and the description of a spore as the
infectious stage of life cycle, which enables get into the host body where microsporidia
reproduce and cause diseases. The sources of microsporidia are mentioned as well as
the ways of transmission and microsporidia species most commonly detected in human
whose attention is devoted mainly to Encephalitozoon cuniculi - its history and

development, the infectious progress in hosts, the detection, and the treatment.

The practical part describes the methodical process of the way of monitoring of
microsporidiosis on experimental models in a form of laboratory mice of inbred
immunocompetent BALB/c and the mice with severe combined immunodeficiency
SCID. The mice were orally infected with spores of Encephalitozoon cuniculi genotype
ECIII, which was isolated from steppe lemming (Lagurus lagurus). The progress of
infection was monitored both on the basis of coprological examination of mouse feces
and on the basis of the examination of tissue and body fluid samples. The processing of
individual samples was carried out with the aid of molecular diagnostics in the
parasitological laboratory AV CR in Ceské Budgjovice. The DNA from individual
tissues and body fluids was isolated by using a commercially supplied kit, QlAamp ®
DNeasy Blood & Tissue Kit ( QIAGEN), the feces were treated with a commercially



supplied QlAamp ® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). The principle was to destroy the
individual spores and to obtain the pure DNA which was suitable for further processing.
Subsequently, the two-step polymerase chain reaction was carried out. providing rapid
multiplication of DNA. The next step was a gel electrophoresis which arouses the
division of the DNA into individual fragments on the basis of different molecular
weights due to the effect of unidirectional electrical current. The fragments were

visualized by UV transilluminator at a wavelength of 312 nm linked to a computer.

The part of the research was the albendazole treatment of BALB/c mice. The drug
was orally administered in the range from 28" to 42" day after the infection.

The results on progress of microsporidiosis through various organs and tissues,

including the involved treatment, were recorded in well arranged tables.

At the end of this bachelor thesis, there is a summary of the research and its
comparison with previous studies. The results showed that microsporidia may be a
threat not only for people suffering from immune deficiency, but thanks to their
successful survival in the organs of immunocompetent hosts and their ability of
activation from the undetectable level, they emphasize the danger of latent
microsporidiosis as a risk and life-threatening factor for groups of people undergoing
chemotherapy or organ transplantation where the patients can receive inflected graft

from a donor.
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UvoD

Mikrosporidie jsou obligatni, intracelularni parazité, zptsobujici onemocnéni
zvané mikrosporidiéza u téméf vSech zivociSnych druhii. Mezi nejcastéji napadané
jedince tfadime ty, jejichz imunitni systém selhal, ¢i je néjakym zpiisobem oslaben.
Jedna se piedev§im o HIV pozitivni jedince, dale pacienty po transplantaci organt,
nebo osoby s idiopatickou CD4+ T- lymfocytopenii.

Cilem mé prace bylo sledovat a zaznamenat pribéh mikrosporidiozy jednotlivymi
organy a tkanémi na experimentalnim modelu. Infekce byla vyvolana druhem

mikrosporidii - Encephalitozoonem cuniculi, a to konkrétné genotypem ECIII.
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1. SOUCASNY STAV

1.1. MIKROSPORIDIE

Mikrosporidie jsou jednobuné¢ni, intraceluldrni paraziti, ktefi jsou zatrazeni
do samostatného kmene Microsporidia." Tento kmen zahrnuje piiblizng 1200 druha.
Tyto druhy jsou znamé jako patogeny Sirokého spektra obratlovcd i bezobratlych

. o 2
organismu.

Prvni zpravy o mikrosporidiich pochazeji z poloviny 19. stoleti, kdy jejich
piitomnost u housenek bource morusového (Bombyx mori) ohrozila evropsky prumysl
hedvabi vyvolanim onemocnéni zvané ,,pébrina“. V roce 1857 byl pivodce tohoto
onemocnéni pojmenovan $vycarskym botanikem Nigelim jako Nosema bombycis.
Néslednou studii téchto parazitii byla zjisténa jejich pfitomnost i u dalSich zivocichl

napt. u ryb, domacich i divokych zvifat, hmyzu — jako jsou véely, sarancata a pod.?

Mikrosporidioza u lidi byla poprvé zaznamenéna v roce 1959, dramaticky nardst
nastal v 70. letech, kdy doslo ke zvySovani poctu jedinci se snizenou imunitou,
a to hlavng v diisledku pandemie virové lidské imunitni nedostatecnosti (HIV).®> Mezi
nejcastéj$i mikrosporidie u lidi patii Enterocytozoon bieneusi, ktery byl jako prvni
popsan jako gastrointestinalni parazit. V nasledujicich letech bylo zaznamenano celkem
sedm rodt mikrosporidii parazitujicich u clovéka a byly zafazeny mezi oportunni
patogeny — infikuji tedy hlavné jedince se sniZenou imunitou — napf. pacienty

po transplantaci organti, HIV pozitivni jedince a pacienty s protinadorovou terapif.”

1.2. BIOLOGICKE VLASTNOSTI A SYSTEMATICKE ZARAZENI

Mikrosporidie byly diky jednoduchosti své struktury zafazeny mezi primitivni
eukaryota. Obsahuji jadro ohranicené jadernym obalem, endomembranovy systém,
cytoskelet. Zaroven ale vykazuji molekularni a biologické znaky prokaryot,

které zahrnuji vlastnosti translaéniho aparatu, velikost genomu (ktery je bakteridlniho
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rozsahu), nepfitomnost mitochondrii, peroxisomii a typického Golgiho aparétu.”
Profesor Thomas Cavalier-Smith je zatadil do fiSe Archezoa, ktera zahrnuje vSechny
ostatni amitochondrialni organismy. Pozdg&ji ale bylo zjisténo, Ze mikrosporidie maji
spole¢né znaky s houbami a to diky nélezu proteint, které maji mitochondrialni ptivod,
napt. proteinu Hsp70. DalSimi znaky podobnosti s houbami je pfitomnost chitinu

a trehalézy, zaroven nepritomnost bicikt a dalsich 9+2 mikrotubularnich struktur.®

,Mikrosporidie® je netaxonomické oznaceni, které popisuje skupinu organismil

zahrnujici kmen Microsporidia.®

1.3. ZIVOTNI CYKLUS

Ustiednim bodem infekéni strategie mikrosporidii je spora — samostatna, vysoce
organizovana buiika.® Jsou také kli¢em k identifikaci jednotlivych kment.”

Velikost spor se pohybuje v rozmezi od 2,5 x 1,5 um az 20 x 6 um — Spory
nalezené u infikovanych savcii jsou obvykle 1 — 3 pm velké.? Jejich tvar je &asto

kulovy, vejcovity, tyovity, popk. tvaru palmésice.’

Obal spory je slozen ze tfi vrstev — z jednoduché plazmatické membrany a dvou
extracelularnich membran. Na povrchu je tzv. exospora, slozena z elektron-denzni
proteinové vrstvy. Vnitfni East stény je tvofena chitinem a je nazyvana endospérou.®
Funkci obalu je chrénit sporoplazmu — infekéni material mikrosporidie — neboli
»cytoplazmu spory*, ktera je tvofena jadrem, ribozomy, zadni vakuolou a vystielovacim
aparatem, ktery zahrnuje polaroplast a polovou trubici. Polaroplast je organela tvofena
k sob& t&sné pFilozenymi vrstvami membranovych lamel a vezikul.® Pélova trubice lezi

W r MR- r 6
stoCena uvnitr spory.

Zivotni cyklus mikrosporidii zahrnuje proliferaéni fazi, fazi produkce spor

a infekéni fazi.®
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Infekéni spéra ma jednoduchou strukturu, jeji funkci je pfenos sporoplazmy

do hostitelské buiiky pomoci vysttelovaciho aparatu.®

Proliferani faze je charakterizovana tvorbou meronti, vznikajici pfeménou
sporoplazmy uvniti napadené buiiky, kde dochazi k jejich rozmnozovani bud’ binarnim
nebo nékolikanasobnym mnozenim. Casto dochazi k vicendsobnému déleni jadra
pied délenim samotné bunky, ¢imz dochazi ke vzniku mnohojadernych plazmodialnich

bundk, tento proces je nazyvan merogonii.®

Dalsi vyvojovou fazi mikrosporididlni spory je sporont, ktery vznikd z merontd
a je charakteristicky pfitomnosti vzniklé elektron-denzni proteinové vrstvy na povrchu.
Néslednou karyokinezi a cytokinezi sporonti vznikaji formy zvané sporoblasty.
Predstavuji zralé stadium spor pfipravené k infikovani novych bunék, které nasleduje
po prasknuti cytoplazmatické membrany hostitelské buiiky a uvolnéni infekénich spor,

jez mohou zahajit novy Zivotni cyklus.6

1.3.1. PROCES GERMINACE

Kli¢eni spory zavisi na zivotnim prostiedi, ve kterém se pohybuje — zahrnujici
fyzikalni a chemické stimuly jako je zména pH, pfitomnost aniond, kationt, vystaveni

ultrafialovému zateni nebo peroxidﬁm.3

Prvnim signalem toho, ze je spdra piipravend ke germinaci je zvySeni

osmotického tlaku uvnitt spdry. Ten vzniké na zakladé n€kolika teorii.?

Jedna z prvnich teorii byla jednoduSe zaloZzena na zvySeni propustnosti

membran spory v dasledku jeji aktivace.®

Dalsi zteorii hovoii o vytvofeni protonového gradientu. Pfenos iontt

je zajisStovan pomoci ionoforu, coz je organickd slouCenina umoziujici pfenos ionta
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pfes membranu. Protony jsou pfenaseny ven ze sporoplazmy, a tim se vytvaii alkalické
prostiedi uvniti spory, které zapfiCinuje zvySeni osmotického tlaku uvniti spory
pronikdnim vody skrz membranu. Je nutné poznamenat, Zze ne vSechny mikrosporidie

vyzaduji alkalické pH prostiedi.®®

Nejvyznamnéj$i z teorii je zaloZzena na zakladé degradace disacharidu
trehal6zy na monomery glukdézy v zadni vakuole, tato reakce da za vznik zvySeni

osmotického tlaku.*

Dusledkem zvySeni osmotického tlaku kazdé ztéchto teorii, je zvétSovani
objemu zadni vakuoly a jejimu naslednému prasknuti v nejten¢im misté — na apikalnim

vrcholu. Zaroven dochazi k vystieleni polové trubice ven ze spory.” 10

Pdlova trubice je unikatni strukturou mikrosporidii, diky niz dochazi

k infikovani hostitelskych bungk.™

Pfed pifenosem je trubice schovand stoCend uvniti spory, pfiCemz pocet
a uspotadani zavitl polové trubice je druhové specificky. Diky zm&ndm osmotického
tlaku dochazi k vystfeleni trubice, jejiz délka nasledné celkové ¢ini piiblizn¢ 50-500
um. Vystieleni trubice do hostitele trva pfiblizn€ 2 s a dosahuje rychlosti az 100 um/s.
Jeji vlastnosti a struktura jsou shodné u vsech mikrosporidii bez rozdilu druhu, hostitele

& geografické polohy.?

Po proniknuti trubice do buiiky je sporoplazma vytlacena piimo do cytoplazmy
hostitele, kde mikrosporidie zah4ji svlij Zivotni cyklus a to bud’ volné Vv cytoplazmé,
nebo prodélaji svij vyvoj v tzv. parazitoforni vakuole, coz je oznafeni samostatného
kompartmentu uvnitt bunék, ktery obsahuje vznikajici parazity - od okoli je odd€lena
membréanou.'? Jejim zv&tiovanim utladuje hostitelské jadro, organely i cytoskelet do té
doby, dokud tlak v bunice neni natolik velky, ze buiika i parazitoforni vakuola prasknou

— tento zpisob vyvoje miZe trvat az nékolik dni.® Vyvoj v parazitoforni vakuole
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probihd u mikrosporidii rodu Encephalitozoon, naopak vyvoj volné v cytoplazmé

prod&lava napf. rod Enterocytozoon.

1.4. MIKROSPORIDIOZA

Terminem  mikrosporidibza  je  oznaovano  onemocnéni  zpusobené

mikrosporidiemi.**

1.4.1. PRENOS A ZDROJE MIKROSPORIDIOVE INFEKCE

Neékolik stovek druhit mikrosporidii je pfi¢inou vzniku onemocnéni jak

u obratlovci, tak bezobratlych Zivogichi.™

Jednotlivé spéry mikrosporidii jsou uvoliovany do Zivotniho prostiedi
prostfednictvim trusu, moce, respiracnimi sekrety. Zdrojem infekce mohou byt

infikované osoby a zvifata.

1.4.1.1. MIKROSPORIDIE CLOVEKA

Mikrosporidie byly jen ziidka znamy jako pfi¢ina nemoci u Cloveéka do té
doby, nez doslo k expanzi vyskytu lidi s onemocn&nim AIDS.'® Bylo ohl4seno nékolik
set piipadi s chronickym prajmem u lidi, ktefi byli HIV pozitivni — jednalo
se o pacienty, kteti byli imunodeficientni a propuknuti mikrosporidiozy bylo vyvolano
diky oslabeni jejich organismu. Mikrosporidie byly ovSem detekovany i u lidi, ktefi
byli HIV negativni, jednalo se pfevazné o pacienty, jejichz imunitni systém byl, diky
prodélavanému onemocnéni, oslaben, popi. u pacientt prodélavajicich imunosupresivni

terapii po transplantaci.’
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Nékaza pravdépodobné¢ pochazi zjidla nebo vody obsahujici spory.
Mikrosporidie byly nalezeny ve vzorcich podzemnich a povrchovych vod, véetné vod

vyuzivanych k zavlazovani plodin jako jsou jahody, hlavkovy salat, petrzel a pod.17’18

Infekce je detekovana v dychacim a zazivacim traktu jedinci, horizontalni
pfenos mezi jedinci je proto nejcastéji fekalné—orélni cestou, diky vyluCovani spor
stolici a moc¢i. Kvili tomuto pfenosu patii mezi nejcasteji infikované 1lidé homosexualni
a drogové zavisli — jejichz zpiisob uzivani drog je nitrozilni, popt. lidé, kteti se dostanou

do styku s kontaminovanou vodou.®

Vertikalni pfenos prozatim nebyl u ¢loveéka prokdzan. Transplacentarni pienos

z matky na plod byl zaznamenan pouze u primatd a hlodavci. *

1.4.1.2. ZVIRATA JAKO ZDROJ MIKROSPORIDIi

Pienos mikrosporidii mezi zvifaty a Clovékem je oznaCovan jako pienos

zoonoticky.?

Prvnim prokazanym ptipadem zoonotického pienosu byla desetileta divka,
kterd byla v uzkém kontaktu se $ténaty, kterd byla infikovana Encephalitozoon cuniculi
— spory mikrosporidii byly nalezeny v renédlnich tubulech feny, a ve zvySené
koncentraci také v moci $ténat. Sérologickym vysetienim se u divky potvrdila nakaza
mikrosporidiemi.*

Diky rezistenci spor v riznych Zivotnich podminkach — jako je voda, sucho,
zmeény teplot — je pfenos mezi zvifaty a lidmi vice rozmanity nez se o¢ekavalo. Prenos
probiha v disledku vystaveni vodé ¢i potravinam kontaminovanych trusem nebo moci

i o 22
zvifete, nebo aerosolim.
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1.4.1.3. VODA

Kontaminace vody sporami mikrosporidii je jednou z nejvétsich pti¢in prenosu
infekce, a to pfedevsim diky tomu, ze jednotlivé druhy mikrosporidii nejsou, co se tyce
hostitelt, pfili§ specifické. Spory jsou vyluCovany moci a trusem infikovanych jedinci

do vody, a tim se kontaminovana voda stavé zdrojem pienosu infekce.?®

Jednotlivé spory jsou vuci okolnimu prostiedi velice odolné, a proto mohou
ve vod¢ prezit pomérné dlouhou dobu. Jsou rozmérové velmi malé — diky tomu velice

snadno prochazi pres filtry, které slouzi k &isténi vody.?

Rizikové faktory jsou tedy spojené svystavenim se vod¢ piirekreacnim

koupéni, ve vifivce, vang, i samotné pitf vody.*

Mezi nejcastéjSi druhy mikrosporidii, které se v kontaminované vodé

nachazeji, se fadi Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis.?

1.4.1.4. POTRAVINY

Mikrosporidie patii mezi parazity pfenasene potravou v disledku globalizace
potravin, diky niz dochézi k rychlejSimu transportu potravin, ktera zaroven zahrnuje

. " v ’ cror R o 25
1 vy$8$i mnozstvi konzumujicich spottebiteld.

Pfi¢ina kontaminace potraviny souvisi s jejim oplachovanim kontaminovanou
vodou — jedna se prevazné o salatovou zeleninu a ovoce, na které se po umyti
kontaminovanou vodou v domacnosti parazit prenese. Piikladem je pienos infekce
Encephalitozoon intestinalis, ktery byl prokazan ve vodé uréené k zavlazovani plodin.
Dale je kontaminace zapfi¢inéna pouzivanim chlévské mrvy od infikovanych domécich

zvitat jako hnojiva, diky které je potravina znedisténa. > 2
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Nelze opomenout i diilezitost spravného opracovani masa, nebot’ konzumovani
syrového, Spatné tepelné zpracovaného a nedostate¢né osoleného masa, zvySuje riziko
prenosu infekce. Toto tvrzeni bylo potvrzeno po nalezu Enterocytozoon bieneusi
u prasat, coz zpusobilo vznik mikrosporidiézy u HIV pozitivniho pacienta, ktery
miniméalné¢ jednou mesiéné konzumoval nespravné tepeln¢ opracované vepiové

maso.2> ?°

Pfi¢inou infekce u lidi je také maso rybi, které je infikované rodem
Pleistophora. Morfologicky podobny tomuto rodu je druh Trachipleistophora hominis,

identifikovany jako ptivodce myositis u HIV pozitivniho pacienta.?’

Mikrosporidie ~ byly  prokdzany u  HIV  pozitivntho  Cloveka,
nakazené¢ho hovézim masem, a to opét vsouvislosti Snespravné tepelnym

opracovanim.*

1.4.1.5. HMYZ

Dtikaz, ze ptenos infekce je mozny i1 diky hmyzu, byl prokézan u komara, kteti
jsou piirozenymi hostiteli druhu Brachiola (syn. Nosema) algerae. I kdyzZ se nepodatilo
na zvifecim modelu vyvolat systémovou infekci, doslo k dostate¢nému rozvoji infekce
lokalni, diky intraven6znimu nebo peroralnimu nakazeni jedince, a to v ocase, nohou
nebo v usich téchto hostiteld. Nedavno byla také popsana myositida u pacienta trpicich
diabetem s revmatoidni artritidou, vyvolana timto patogenem. Tento nalez prokazal,

Ze parazit mize u lidf zptsobit hluboké infekce tkani.?* 2

Epidemiologické studie prokédzaly nakaZeni HIV pozitivnich pacientl
mikrosporidiézou po bodnuti vcelou, srSném nebo vosou, ¢imz se potvrzuje moznost

. : . 30
ptenosu infekce pomoci hmyzu.
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1.4.2. NEJCASTEJI DETEKOVANE DRUHY MIKROSPORIDIi U LIDI

1.4.2.1. Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi patii do rodu Enterocytozoon, ktery spada do Celedi
Enterocytozoonidae. Do této ¢eledi spada také rod, jenz je parazitem ryb - Nucleospora,
ktera zahrnuje druh Nucleospora salmonis, intranuklearni mikrosporidii lososovitych

ryb, a Nucleospora secunda - parazita teplovodnich africkych ryb.>*!

Enterocytozoon bieneusi patii mezi nejc¢astéjsi ptvodce mikrosporidiovych
infekci ¢lovéka. Byl poprvé popsan v roce 1985 jako stievni oportunni patogen u HIV
pozitivniho pacienta se symptomem chronického prijmu. V nasledujicich desetiletich
pocet nahlasenych piipadu infekce timto parazitem neustale rostl téméf ve vSech ¢astech

svéta. Infekce postihuje jak osoby imunodeficientni, tak i imunokompetentni.?% 3% 33

1.4.2.2. Encephalitozoon spp.

Rod Encephalitozoon patii do ¢eledi Encephalitozoonidae. Druhy E. cuniculi,

E. hellem a E. intestinalis vyvolavaji onemocnéni lidi.?

1.4.2.2.1. Encephalitozoon hellem

Encephalitozoon hellem je parazit, ktery zpisobuje infekce v dychacim,
mocovém a pohlavnim ustroji u imunokompromitovanych jedinci. Tyto infekce
zpusobuji nekrotizujici tracheobronchitidy, prostitidy, intersticialni nefritidy a ulcerozni

cystitidy.>*
Cesta ptrenosu infekce mezi lidmi je nejcastéji vzduchem - parazit byl

izolovan ze sputa, nosni sliznice a moce infikovaného jedince, ktery se stava zdrojem

. ’ o v ; ISP s . P . ;. 2
infekce. Dale mlze dochazet ordlni nebo o¢ni autoinokulaci kontaminovanymi prsty.
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Encephalitozoon hellem patii mezi parazity, jejichz béznym hostitelem
jsou ptaci — a to hlavné papousci, dale kolibfici, pStrosi nebo holubi. Zvifecim

hostitelim mikrosporidie zptusobuji ledvinové a tézké strevni infekce.?

Na molekularni Grovni bylo rozliseno pét genotypt (1A, 1C, 1D, 2B, 2C),

které maji nizkou hostitelskou specifitu a byly nalezeny jak u ptakd, tak u &lovéka.*

1.4.2.2.2. Encephalitozoon intestinalis

Encephalitozoon intestinalis je druhym nejcastéjsim druhem mikrosporidii
napadajicim ¢lovéka. Tento druh je pievazné detekovan u lidi trpici chronickym
prijmem a to v enterocytech, dale jej muZzeme nalézt jako patogena infikujiciho
makrofagy v lamina propria, endotelialni buniky lamina propria, epitelidlni bunky
zlucovych cest, tubuldrni buiiky ledvin, bronchidlni a nosni epitelidlni buflky.6

Encephalitozoon intestinalis byl dale nalezen i u domacich zvifat (krav,
koz, prasat, krut) a narozdil od ostatnich druht rodu Encephalitozoon, u kterych bylo
identifikovano vice druhti genotypl, nebyly na molekuldrni rovni zjistény zadné
rozdily mezi izolaty pochazejicimi od zvifat a od lidi, coz naznacuje $iroké hostitelské

spektrum tohoto druhu mikrosporidie.**

1.5. Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi byl poprvé detekovan vroce 1922 u paralyzovanych
kralikd, kde byl izolovan z michy, mozku a ledvin. Nasledné¢ byl pojmenovan

Constantinem Levaditim v roce 1923.%°

Patii mezi parazity, vyvolavajici onemocnéni u $irokého spektra svych hostitel,
zahrnujici hlodavce, Selmy, primaty, ptdky a samoziejmé lidi, u téch byla infekce
poprvé popsana v roce 1959, izolovana z mozkomisniho moku devitiletého japonského

chlapce, ktery trp€l neurologickym onemocnénim vyznacujicim se zvracenim, kieGemi,
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bolestmi hlavy a hore¢kou — byla to viibec prvni mikrosporidiova infekce detekovana
u Clovéka a zaroven prvni mikrosporidie UspéSn¢ pievedend do bunécné kultury
ze savce, coz zajistilo vyvoj diagnostickych metod a vyznamné studium

experimentélnich infekci laboratornich zvitat.*®®

Na zakladé imunologickych a molekularnich metod byla zaznamenana existence
Ctyf genotypu. Genotyp | byl izolovan a kultivovan z kraliki, genotyp Il byl popséan
u mysi a polarnich lisek, genotyp Il byl nalezen u domestikovanych pst a genotyp IV
u ¢loveka po transplantaci ledvin. Genotypy I-III nejsou striktn€ hostitelsky specifické
a ptirozené infekce byly detekovany u hlodavcet, zajict, Selem, prezvykavct a primati.
Tabulka 1. znazornuje rozsifeni parazita po celém svété. VSechny tii zvifeci genotypy
byly postupné nalezeny i u ¢lovéka - a to ptevazné u lidi imunodeficientnich, napt. HIV
pozitivnich, po transplantaci organt, ¢i osob s idiopatickou CD4+ T-lymfocytopénii -

coz dokazuje, Ze jednotlivé kmeny nejsou striktng zavislé na jednom hostiteli.*’

Tabulka I.: Hlavni hostitelé a geografické rozsi¥eni Encephalitozoon cuniculi.?

genotyp hostitel Uzemi
E. cuniculi - genotyp I. kralik Svycarsko, USA, Némecko, Italie, Japonsko, Australie
¢loveék SV}'lcarsko, Italie, USA
E. cuniculi - genotyp I1. mys$ Ceska republika, Anglie, USA
krysa Svycarsko
arkticka liska Norsko, Finsko
E. cuniculi - genotyp I1I. pes USA, jizni Afrika
poloopice USA, jizni Afrika
E. cuniculi - genotyp IV. clovek Francie

Vyvoj Encephalitozoon cuniculi probiha intracelularné v parazitoforni vakuole,
vSechna stadia béhem vyvoje maji jednoduché jadro. Meronti se zdrzuji v blizkosti
vakuoly a jejich tvar je zaobleny ¢i ovalny, popf. jinak nepravidelny a jejich velikost

se nachézi vrozmezi 2,0-6,0 x 1,0-3,0 pum. Sporonti jsou uvnité vakuoly, kde
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se postupné shlukuji ve sporoblasty v procesu sporogonie, ta vétSinou probihd jako
tzv. bisporoblastickd — tzn., ze vznikaji dva sporoblasty, ale je znama i tetrablasticka.

Rozméry spory jsou 2,0-2,5 x 1,0-1,5 pm.®

Infek¢éni spory jsou do prostfedi uvoliovany stolici, mo¢i a sputem. Prenos
parazita je tedy pfevazné¢ ingesci, popft. inhalaci. V Uvahu musime vzit i pfenos parazita
sexualni cestou, ktery byl naznafen piitomnosti v moCovych cestach nebo prostaté.

Transplacentarni pfenos z matky na dité nebyl prokélzétn.38

1.5.1. INFEKCE Encephalitozoon cuniculi

Prvnim mistem infekce jsou nejcastéji enterocyty tenkého stfeva, odkud

je parazit rozptylen do dalsich organi a tkani — epitelialni tkang, dychaci cesty a pod.°

E. cuniculi m& schopnost pretrvavat v hostitelském organismu i ptes jeho
aktivovanou imunitni odpovéd’. Latentni infekce pretrvava dokud je pomér mnoZeni
parazita a imunitni odpovéd’ hostitele vyrovnany. Buné¢na odpoveéd u cloveéka zavisi
na mnozstvi CD4+ T-lymfocyti - jejich deficience je rozhodujici pro rozvoj
symptomatické faze infekce — tento rozvoj muzeme pozorovat u HIV pozitivnich, lidi
se snizenou imunitni odpovédi (déti, seniofi) ¢i jinak imunodeficientnich jedinc,
kdy dochazi ke vzniku klinickych manifestaci, které zahrnuji stievni, o¢ni, svalova
a systematicka onemocnéni - keratokonjunktivitidu, bronchiolitidu, sinusitidu, nefritidu,
ureteritidu, cystitidu, prostatitidu, hepatitidu, aj. - projevujici se prijmem, zvracenim,
bolestmi hlavy a pod. U zdravého ¢lovéka je mnozstvi CD4+ T-lymfocyta v 1 pl krvi
pfiblizné 500 — 1200. Bylo zjisténo, ze u HIV pozitivnich pacientii se komplikacni

rizika zvy3uji, maji-li v 1 pl krvi méné nez 100 CD4+ T-lymfocytq.® 3% 4

Ochrannd imunita proti mikrosporidiim je zprostfedkovana pomoci

cytotoxickych CD8+ T-lymfocytd, efektorovych bunék imunitniho systému, na jejichz

poctu zavisi celkové Uspésné zvladnuti infekce. Tyto T- lymfocyty dokazi hostitele
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ochrénit pied intraperitonedlni i perordlni infekci tim, Zze zabranuji mnoZzeni
mikrosporidii za pomoci cytotoxické T-lymfocytarni odpovédi, kde hraji hlavni roli
efektorovych zabijecich bunék. Produkuji cytokiny, coz jsou zakladni regulatory
imunitniho systému sekretované leukocyty a pisobici prostfednictvim specifickych
receptorti na ruzné buiiky imunitniho systému i mimo n&j. U mikrosporidiové infekce
se uplatiuji pfevazné prozanétlivé cytokiny tumor nekrosis factor(TNF), interferon

gamma (INFy), popt. interleukin 12 (IL-12).% 4" %°

Pii infekci Encephalitozoon cuniculi je cytokin IL-12 produkovan makrofagy
a dendritickymi bunikami. Aktivuje NK bunky a ydT-lymfocyty k produkci cytokinu
INFy, bez jehoz pfitomnosti by nedoSlo krozvoji cytotoxické T-lymfocytarni

odpovadi.*

Cytotoxické T-lymfocyty jsou schopny v infikovaném misté rozpoznavat
infikované buiniky pomoci specifického receptoru (TCR), ktery se vaze na komplex
histokompaktibilniho komplexu I. (MHC 1) s navazanym antigenem Encephalitozoonu
cuniculi. Takto oznafené buiky jsou identifikovany a nasledné¢ usmrceny
granulami, obsahujicimi perforiny a granzymy. Perforin je protein schopny vytvaiet
pory V cytoplazmatické membrané, tyto pory funguji jako vstup pro granzym,
coz je enzym, ktery aktivuje kaspazy — enzymy, vyvolavajici kaskadu reakci, které

zahajuji apoptézu buiiky.*"*°

1.6. LECBA MIKROSPORIDIOZY
V souCasné¢ dobé jsou kdispozici dva léky, které se vyuzivaji k 1écbé

mikrosporididzy u lidi a zvitat.

Albendazol je Sirokospektralni antiparazitikum ze skupiny benzimidazold, ktery
slouzi jako inhibitor polymerace tubulinu v téle parazita, coz vede k rozvratu

metabolismu a jeho nasledné smrti. Ma protihlistovou a antifungalni aktivitu. Tento lék
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je ucinny proti druhtim Encephalitozoon, které infikuji savce (véetné c¢loveka)
— zlepSuje ptiznaky onemocnéni a plynule likviduje infekci v jednotlivych organech.
U parazita Enterocytozoon bieneusi zc¢eledi Enterocytozoonidae byl zpocatku

albendazol pokladan za uginny, ale nasledujici vyzkumy vyvratily tuto domn&nku.*®*

Druhym 1é¢ivem je fumagillin, ktery byl izolovan v roce 1951 jako sekundarni
produkt plisné Aspergillus fumigatus. Ze zacatku nalezl uplatnéni jako antibiotikum
k tlumeni prvoka Nosema apis, ktery je pfic¢inou tzv. véeli nemoci — nosematozy.
Soucasné je tento 1ék ac¢inny i v 1é¢beé mikrosporididzy — nejprve byl pouzit u HIV
pozitivnich pacientli k vyléceni keratokonjuktivitidy - nasledné se vyuzival k lécbé
mnoha dalSich pacientli, ktefi byli diky tomu vyléCeni. Byl také zaznamenéan jako
vysoce ucinnym proti Enterocytozoon bieneusi, avSak u nékterych pacienti zpusobil

: r 1 e 1o < o X . 41,42
vznik vedlejSich u¢inkti v podobé trombocytopénie ¢i neutropenie. ™

1.7. DETEKCE SPOR MIKROSPORIDII

1.7.1. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Polymerazova fetézovad reakce je nejrozSifenj§i metodou tzv. DNA-
diagnostiky. Principem metody je, Ze k testované DNA se pfidd synteticky vyrobena
cast genu, kde se ofekavd mutace (tzv. primer). Zahtatim na 95°C dojde k oddéleni
fetézcl dvouvladknové Sroubovice DNA od sebe. Nasleduje ochlazeni na 40 - 65°C,
u kterého dojde Kkprocesu hybridizace, ktera zahrnuje pfiloZzeni primert
ke komplementarni ¢asti fetézce sledované DNA. Dalsi ¢asti reakce je prodluZzovani
fetézce primeru podle predlohy, kterou tvoii sledovand DNA, tuto reakci zajistuje
enzym DNA-polymeradza. Diky tomuto procesu dochazi ke zmnoZeni pozadovaného
genu, ktery je poté mozny detekovat. Detekce je mozna po rozdé€leni polynukleotidiim

v agarazovém gelu elektroforézou.*
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1.7.2. GELOVA ELEKTROFOREZA

Gelova elektroforéza je separa¢ni metodou, ktera slouzi k analyze nukleovych

kyselin a proteint.*

Principem metody je pohyb zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli
smérem k anodé — diky rozdilnym rychlostem pohybu molekul DNA v gelu, které jsou
nepiimo umémé velikosti molekuly DNA, miizeme separovat jednotlivé molekuly

Yy , iy v yee v r , 4
DNA. Provadi se na vhodném nosi¢i — nejcast&ji gelu tvofeném agardzou.’
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2. CILE PRACE

1. Encephalitozoon cuniculi genotypem IlI infikovat experimentalni modelova
zvirata.

2. Zaznamenat pribéh mikrosporididzy u experimentélniho modelu - Sifeni
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi jednotlivymi organy a zjistit jejich pfitomnost
¢1 nepfitomnost v trusu.

3. Popsat priibéh infekce a srovnat jej s pribéhem infekce jinych izolati.

4. Provest lécbu pomoci albendazolu u infikovanych BALB/c mysi.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. EXPERIMENTALNI MODEL

Ke studiu pribéhu mikrosporidiézy byly vybrany imbredni imunokompetentni
mysi kmene BALB/c a mysi SCID s tézkou kombinovanou imunodeficienci. Mysi byly
chovany za standardnich podminek sterilniho prostiedi v IVC (Air Handling Solutions;
Technoplast, Italy) s HEPA filtry (high efficiency particulate air filter) ve zvéfinci
Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.
v Ceskych Budg&jovicich. Krmeny byly sterilni komeréni smési znatky TOP — VELAZ
Praha a napajeny sterilni vodou.

3.1.1. SCID (severe combined immunodeficiency)

SCID mysi se vyznauji autozomalné recesivni mutaci, vykazuji zavazny
kombinovany imunodeficit ovliviiujici B i T — lymfocyty. Mysi maji normalni NK
buiky, makrofagy 1 granulocyty, nevyvijeji adaptivni imunitu. Pfirozena slozka imunity

neni u mysi poskozena.

K tomuto pokusu byly vyuzity samice 7 - 9 tydnu staré, vlastniho chovu
Parazitologického Ustavu, Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

v Ceskych Budgjovicich.

3.1.2. BALB/c

BALB/c mySi patfi mezi nejvyuzivangj$§i imunokompetentni kmeny
imbrednich mysi, vyznacujicich se produkci monoklonalnich protilatek po jejich

imunizaci.

Pro tento pokus byly pouzity samice 7 - 9 tydnu staré - Charles River,
Germany, distributor AnLab CR.
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3.2. SPORY MIKROSPORIDII

K pokusu byly pouzity spory druhu Encephalitozoon cuniculi kmene ECIII, ktery

byl izolovéan z pestrusky pise¢né (Lagurus lagurus).

3.3. LECBA BALB/c MYSI

Skupiné imunokompetentnich BALB/c mysi bylo denné po dobu 14 dni (v rozmezi
od 28. — 42. dne po infekci) peroralné podavano 1é¢ivo. Pro jednu my$ Cinil objem
davky 200 u I. Tento objem obsahoval 0,18 mg albendazolu, ktery byl rozpustén ve

vod¢. Aplikovani davky bylo za pouziti jicnové sondy.

3.3.1 LECIVO

Lécba mikrosporidiozy byla provadéna aplikovanim 1éku Aldifal (MEVAK
NITRA, SR), ktery obsahuje v 1000 ml 100 g albendazolu.

3.4. INFEKCE SCID A BALB/c MYSI

SCID a BALB/c mysi byly infikovany mikrosporidiemi peroralnim zptisobem

pomoci jicnové sondy v davce 1x107 spor v 0,2 ml vody na mys. Mysi byly nasledng

chovany ve sterilnim prostiedi v izolatorech (zna¢ky BEM, Znojmo, CR) s HEPA filtry.

3.5. SLEDOVANI PRUBEHU MIKROSPORIDIOZY

Pribéh infekce byl sledovan na zakladé koprologického vySetfeni trusu mysi

a na zaklad¢ vysetieni vzorkil organt jednotlivych skupin mysi.
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3.5.1. SBER TRUSU

Kazdy den byl provadén odbér trusu od kazdé mysi do pfedem oznacenych
a vysterilizovanych mikrozkumavek (eppendorfek), které byly nésledné umistény

do mraznicky, kde byly uchovany pii teploté¢ -20°C .

3.5.1.1. POSTUP IZOLACE DNA Z TRUSU

1) Do jednotlivych 2 ml mikrozkumavek se vzorky trusu o hmotnosti
v rozmezi 180-220 mg byly ptidany malé sklenéné kuli¢ky o velikosti 0,5 mm (BioSpec
Products, Inc., Bartlesville, OK, USA). Nasledujici postup byl provadén dle komercné
dodavaného kitu QlAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN).

2) Bylo piipipetovano 1ml pufru Anti-streptolysinu (ASL) a takto piipravené
vzorky byly rozbijeny v beadbeateru (FastPrep® -24, M.P. Biomedicals, CA, USA)
1 minutu pfii rychlosti 16 000 g.

3) Vzorky byly inkubovany po dobu 5 min pfi teploté 70°C.

4) Po uplynuti doby byly vzorky zvortexovany a nasledné po dobu 1 minuty
centrifugovany pii plné rychlosti.

5) Vznikly supernatant byl piepipetovan do novych 2 ml mikrozkumavek,
sediment byl vyhozen.

6) Do kazdé mikrozkumavky bylo vlozeno po jedné inhibi¢ni tableté a takto
pfipraveny vzorek byl homogenizovan roztfepanim do té doby, dokud nedoSlo
K rozpusténi tablety, poté byl 1 minutu inkubovan pii pokojové teploté a nasledné
3 minuty centrifugovan na plny vykon.

7) Supernatant byl opét prepipetovan do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pellet
byl vyhozen.

8) Nasledné byla provedena 3 minutova centrifugace vzorku na plny vykon.
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9) Do novych 1,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 15 pl proteinazy K,
kni bylo pfidano 200 pl supernatantu a 200 pl pufru AL — po kazdém piidani
jednotlivych latek, byly vzorky zvortexovany po dobu 15 s.

10) Takto vznikla smés byla inkubovana pii 70°C po dobu 10 minut, béhem
inkubace dochézelo k pravidelnému michani.

11) Po inkubaci bylo ke vzorku piidano 200 pl 96% etanolu a takto vznikla
smés byla zvortexovana.

12) Veskery supernatant byl pfepipetovan na QIAamp kolony se sbérnymi
zkumavkami, bylo pfipipetovano na filtr 500 pl pufru AW1 a 500 pl pufru AW2 — mezi
jednotlivymi kroky byla smés vzdy po dobu 1 min centrifugovana na plny vykon a byl
odstraiiovan odpad ze sbérné zkumavky.

13) QIAamp kolony byly poté ptendany do novych 1,5 ml mikrozkumavek,
na membranu bylo napipetovano 200 pl eluéniho pufru AE a smés byla inkubovana
1 minutu pti pokojové teploté a nasledné zcentrifugovana na plny vykon 1 minutu.

14) Po inkubaci byl filtr vyhozen a sbérna mikrozkumavka se ziskanou DNA

byla uchovana a uskladnéna v mrazniéce pfi teploté -20°C.

3.5.2. ODBER VZORKU ORGANU A TKANI

Kazdy tyden byly usmrcovany vzdy 3 mysi zobou sledovanych skupin
(BALB/c, SCID). Kazdé¢ mysi byla odebrana krev, moc¢, probéhl vyplach peritonea
pomoci 2ml chlazeného PBS a byla provedena pitva jednotlivych organt (zaludek,
dudodenum, jejunum, ileum, cékum, Kolon, slezina, jatra, ledviny, mocovy méchyt,
srdce, plice, mozek). Na kazdy organ byla pouzita jedna sada pitevnich nastrojt, ktera
byla pfedem vysterilnéna autoklavovanim pii 125°C a nasledn€ UV svétlem o vlnoveé

dalce 254 nm piistrojem Uvilink CL 508, UVITEC, UK.

Jednotlivé vzorky byly po vyjmuti pouzity k izolaci DNA a ke stanoveni

pfitomnosti/neptitomnosti mikrosporidii ve tkéni.
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3.5.2.1. POSTUP IZOLACE DNA Z TKANI

1) Do mikrozkumavky byla nastiihana tkan o hmotnosti 10 mg, k ni byly
ptidany malé sklenéné kulicky o velikosti 0,5 mm (BioSpec Products, Inc., Bartlesville,
OK, USA) a 2-3 zirkoniové kuli¢ky o velikosti 2 mm (Invitek, Germany).

2) Ke vzorku bylo pfipipetovano 180 ul ATL pufru a takto pfipravena smés
byla rozbijena v mini-beadbeateru (FastPrep®-24, M.P. Biomedicals, CA, USA)
1 minutu rychlosti 16 000 g. Dale se postupovalo podle navodu vyrobce komeréné
dodavaného izola¢niho kitu QIAamp® DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
ur¢eného pro Cisténi a izolaci DNA z zivocisnych vzorkll tkani a bunék, kvasinek
a bakterii.

3) Ke smési bylo pfipipetovano 20 ul proteindzy Ka smés se nechala
1 hodinu inkubovat pii 56°C, béhem tohoto procesu byl vzorek pravidelné michan.

4) Po skonceni inkubace doslo k centrifugaci po dobu 10 s.

5) Ke smési se pripipetovalo 200 ul AL pufru a 200 pl 96 % etanolu,
po kazdé pipetaci prob€hlo promichani vzorku vortexem.

6) Nasledné probéhla centrifugace rychlosti 16 000 g po dobu 10 s.

7) Veskery vznikly supernatant byl piepipetovan na membranu QlAamp
kolony se sbérnymi zkumavkami a nasledné zcentrifugovan 2 minuty pii rychlosti
16 000 g.

8) Ze sbérné zkumavky byl poté odstranén odpad.

9) Na vzorek bylo piipipetovano 500 pl AW1 pufru a pfi rychlosti 16 000 g
byl po dobu 2 minut zcentrifugovan.

10) Poté bylo piipipetovano 500 pul AW2 pufru a naslednd centrifugace
probihala po dobu 1 minuty rychlosti 16 000 g. Mezi jednotlivymi kroky byl
odstrafiovan odpad ze sbérné zkumavky, ktera byla poté vyhozena a nahrazena novou
mikrozkumavkou.

11) Na membrénu kolony bylo napipetovano 200 ul elu¢niho AE pufru a takto
pfipraveny vzorek byl inkubovan 1 minutu pii laboratorni teploté a poté centrifugovan
pfi rychlosti 16 000 g 1 minutu.

12) Ziskana DNA byla uchovéana v mrazniéce pii teploté -20°C.
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3.5.3. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Celkovy objem reakéni smési sledovaného vzorku (Tabulka I1.) pro kazdou
PCR byla 25 pl. Soucasti reakce byla také pozitivni a negativni kontrola, jako posledni
byla pfidavana Taq polymeraza. Pozitivni kontrolou byla DNA vyizolovana ze spor
Encephalitozoon cuniculi genotyp II, ktery je dlouhodobé udrzovan v tkanovych
kulturach Vero E6 na Parazitologickém ustavu BC AVCR, v.v.i..

Pouzité roztoky:

- 10 x koncentrovany kompletni pufr pro Taq purple DNA polymerézu (Top-
Bio, 15 mM MgCI2)

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

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

- BSA (bovine serum albumin, Sigma, 10 mg/ml)

- MgClI2 (Top-Bio, 25 mM)

- Primery (Generi Biotech, 10 pmol/ul)

Tabulka I1.: Reakéni smés pro PCR — pro jednu reakci

Pouzity roztok primarni PCR sekundarni PCR
Deionizovana H20 14,87ul 16,87ul
Pufr 2,50 ul 2,50 ul
MgCI2 1,50 pl 1,50 ul
dNTPs 0,50 ul 0,50 ul
Forward - primer 5 0,50 ul 0,50 ul
reverse - primer 3’ 0,50 ul 0,50 ul
BSA 1,00 pl

Tag polymeraza 0,63 ul 0,63 ul
DNA/PCR produkt 3,00 pl 2,00 pl
Celkem 25,00 pl 25,00 pl

32



BSA pfidavano pouze u primarni PCR na tkor pfiddvané deionizované vody.

Pouziti primera specifickych pro mikrosporidie bylo na zakladé

De Bosscuerea a Katzwinkel-Wladarscha.>® >

Primery pro primarni PCR:
M2F 5°—- CGG AGA GGA AGC CTT AGAGA -3
M2R 5 -~ ATAGTG ACG GGC GGTGTG T-3

Primery pro sekundarni PCR:
MFNest 5~ GAG AGA TGG CTA CTACGT CCA AGG -3
MSP1R 5~ ACA GGG ACM CATTCA -3

Amplifikace DNA probihala na pfistroji termocycler (Little Genius, BIOER)
a zahrnovala nésledujici kroky:

1) Pocatecni denaturaci pti 94°C po dobu 3 minut.

2) Denaturaci pti 94°C po dobu 45 s.

3) Nasedani primert pfi teploté 58°C po dobu 45 s.

4) Syntézu novych fetézc pii teploté¢ 72°C 1 minutu.

5) Dosyntetizovani nového fetézce pii 72°C po dobu 7 minut.

Cyklus krokt 1) — 4) probihal ve 35 opakovanich.

3.5.4. GELOVA ELEKTROFOREZA

DNA fragmenty byly detekovany gelovou elektroforézou v 1,5% agarazovém
gelu, ktery byl obarveny ethidiem bromidem (Sigma) pti 70V na piistroji EC300XL,
Thermo Scientific po dobu 60 minut. Vysledky byly nasledné vizualizovany UV
transluminatorem (Electronic UV transilluminator, Ultra-Lum, Inc.) pifi vinové délce
312 nm. DNA markerem byl 100 bp DNA ladder (Fermentas).
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3.5.4.1. POSTUP PRiPRAVY GELU

Ptiprava gelu pro elektroforézu byla provadéna:

1) Smichanim 0,8 g agardzy s 80 ml pufru TAE.

2) Smeés byla piivedena do varu pomoci mikrovinné trouby za obcasného
promichani.

3) Poté byla smés zchlazena pod tekouci vodou.

4) Nasledné byl pripipetovan 1 pl ethidium bromidum.

5) Smés byla promichana a nalita do formy na gel, byl vlozen hieben
vyuzivany k vytvoreni jamek.

6) Smés byla nechana ztuhnout.

7) Po ztuhnuti byl hieben odstranén a do vzniklych jamek byly naneseny
vzorky.

3.5.4.2. APLIKACE VZORKU DO GELU

Vzorky ziskané z PCR aplikujeme do jednotlivych jamek gelu. Objem
jednotlivych aplikovanych vzorkt ¢ini 20 pl. Pfidame i pozitivni a negativni kontroly

a DNA ladder.

Takto ptipraveny gel se vzorky se pfipoji k napéti o velikosti 70V a necha

se 60 minut inkubovat.
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4. VYSLEDKY

4.1. PRUBEH MIKROSPORIDIOZY U SCID MYSI

Pribéh infekce zpiisobeny mikrosporidiemi byl sledovan u 18 mysi, které byly
peroralné inokulovany 1x107 spér Encephalitozoon cuniculi dévkou. Kazdy tyden byly
3 ze sledovanych mysi usmrceny a za sterilnich podminek vypitvany, ze vzorki jejich
jednotlivych organt byla vyizolovana DNA a vzorky byly vySetfeny na ptitomnost
parazita. Pozitivni vysledek byl zaznamenan, byla-li detekce spor v jednotlivych

organech pozitivni alesponl u jedné z mysi.

Jiz vprvnim tydnu byl zaznamendn okamzity vzestup infekce. Spory byly
detekovany v kazdém z odebranych vzorkt organt a télnich tekutin, nastup akutni faze
infekce kmenem ECIII se projevil jako silné agresivni. V nasledujicich tydnech byla
mikrosporidiovd DNA prokazana ve vzorcich vSech sledovanych organt a tekutin
svyjimkou céka (14.DPI) a krve (14.- 28.DPI). Akutni faze infekce u SCID mysi
koncila thynem zbylych mysi 39. den po infekci (DPI), kdy DNA mikrosporidii byla
na zakladé molekularnich metod s urcitosti prokazana v kazdém z vyizolovanych
organll a tkani. Akutni faze infekce byla potvrzena 4. den po pitvé, kdy zbylé ti1 mysi

uhynuly. Prib&éh mikrosporididzy V jednotlivych tydnech je znazornén v tabulce I1I.

Spory v trusu, sbiraném kazdy den od kazdé mysi, byly téméf nepietrzité

detekovany jiz od prvniho dne po infekci az do tmrti mysi (tabulka IV.)
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Tabulka I11.: Pribéh mikrosporidiézy u SCID mysi v organech a tkanich.

7.DPl 14.DPI 21.DPI 28.DPI 35.DPl 39. DPI
Zaludek + + + + + T
duodenum + + + + + T
jejunum + + + + + 1
ileum + + + + + +
cekum + + + + T
kolon + + + + + +
slezina + + + + + T
jatra + + + + + 1
ledvina + + + + + T
mocovy méchyr + + + + + T
srdce + + + + + ¥
plice + + + + + 1
mozek + + + + + T
vyplach peritonea  + + + + + T
krev + + T
mo¢ + + + + + T
+ pozitivni nalez mikrosporidiové DNA ve vzorku, T thyn mysi
Tabulka I'V: Pribéh mikrosporidiozy u SCID mysi v trusu.
DPI trus DPI trus DPI trus
1. + 14, + 27. +
2. + 15. 28.
gt + 16. + 29. +
4, 17. + 30. +
S. 18. + &l +
6. + 19. + 32. +
7. 20. + 33. +
8. 21. + 34. +
9. + 22. + E5 +
10. + 23. + 36. +
11. + 24. + 37. +
12. + 25. + 38. +
13. + 26. + S +
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4.2. PRUBEH MIKROSPORIDIOZY U BALB/c MYSI

Pribéh mikrosporididozy byl sledovan ve skupiné 39 BALB/c mysi, které byly
inokulovany spérami Encepahlitozoon cuniculi v davce 1x107. Tfi z mysi byly kazdy
tyden usmrceny, steriln¢ vypitvany a vzorky jejich jednotlivych organti a télnich tekutin

byly zpracovany metodami molekularni biologie ke zjisténi ptitomnosti mikrosporidii.

V prvnim tydnu po peroralni inokulaci BALB/c mysi sporami Encephalitozoon
cuniculi genotyp III byla infekce detekovana kromé jejuna a ilea v kazdém organu.
Akutni faze infekce, kdy byla mikrosporidiova infekce zaznamenana ve vét$iné organtl,
trvala do 28. DPI. V nasledujici chronické fazi infekce doslo k postupnému vymizeni
infekce z jednotlivych ¢asti stieva, pti¢emz infekce nejdéle pretrvavala v céku, a pozdé&ji
I z vétsiny sledovanych organd. Nicméné dlouhodobé infekce pietrvavala v slezing,
jatrech, ledvinach a mozku, kde byla detekovana az do ukonceni experimentu 91 DPIL
V krvi byla pfitomnost mikrosporidii potvrzena pouze v prvni tydnu infekce. Pribéh

mikrosporididzy ve tkanich a organech je zaznamenana v tabulce V.

Soucasti experimentu byl kazdodenni sbér trusu od kazdé z mysi. Izolovana DNA
Encephalitozoonu cuniculi byla pozitivni nejvice v rozmezi 11. — 21. dne po infekci.
V dalich dnech pozitivni detekce spor ustupovala a od 35. dne byly mikrosporidie

zaznamenany pouze 50., 68., 84. a 91. den po infekci (tabulka V1.)
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Tabulka V.: Prubéh mikrosporidiézy u BALB/c mysi v organech a tkanich.

7.DPlI 14.DPI 21.DPI 28.DPI 35.DPI 42.DPIl 49.DPI
Zaludek + + + +
duodenum + + + +
jejunum + +
ileum +
cékum + + + +
kolon + + +
slezina + + + + +
jatra + + + + +
ledvina + + + +
mocovy méchyr + +
srdce + + + + + +
plice + + + +
mozek + + + + + + +
vyplach
peritonea + + + + +
krev +
mo¢ + + +
56. DPI 63. DPI 70.DPI 77.DPl 84.DPI 91.DPI
Zaludek
duodenum
jejunum
ileum
cékum +
kolon +
slezina + + + + + +
jatra + + + + +
ledvina + + + + +
mocovy méchyr
srdce
plice +
mozek + + + + + +
vyplach
peritonea +
krev
mo¢ + +
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Tabulka VI.: Pribéh mikrosporidiézy u BALB/c mySsi v trusu.

DPI

trus

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

DP trus DPI trus
1. 31.
2. 32.
3. 33.
4, 34,
5. 35. S
6. 36.
7. 37.
8. 38.
9. 39.

10. 40.
11. 41.
12. + 42.
13. 43.
14, + 44,
15. 45,
16. 46.
17. + 47.
18. 48.
19. 49,

20. 50. +

21. 51.

22. 52.

23. 53.

24. 54.

25. 55.

26. + 56.

27. 57.

28. 58.

29. 59.

30. + 60.

89.

+ pozitivni nalezy

39

90.

91.




4.3. PRUBEH MIKROSPORIDIOZY U BALB/c MYSI PO LECBE
ALBENDAZOLEM

Lécivo albendazol byl per ordlné¢ podavan od 28. DPI do 42. DPI vcetné. Jeho
ucinek byl po prvni tydnu wuzivani vysoky, protoze pocet napadenych organa klesl
z deviti na tfi. DNA byla detekovana ve sleziné, plicich a mozku. Pocet pozitivnich
organu se snizoval az do 49. DPI, kdy byla DNA Encephalitozoon cuniculi detekovana
pouze ve slezing. Uginky 1é¢by bohuzel nebyly trvalé a jiz tyden po vysazeni léku byla
mikrosporidialni DNA identifikovana ve slezing, plicich a peritoneu. Pocet pozitivnich
organti stoupal az do 91. DPI, kdy spdry byly detekovany v osmi organech. Pribéh
mikrosporidiozy jednotlivymi organy je znazornén v tabulce VII. Pozitivni detekce spor

v trusu v tabulce VIII.

Tabulka VII.: Pribéh mikrosporidiézy u BALB/c mysi léenych albendazolem

Lécba
albendazolem
21. | 28. 35. 42.149. 56. 63. 70. 77. 84. 91.

Zaludek + | +
duodenum + | +
jejunum + | +
ileum +
cékum
kolon +
slezina + | + + + |+ + + + o+ o+ o+
jatra + + o+ o+ 4+
ledvina + | +
mocovy méchyr + + o+ o+
srdce + + O+ o+ 4+
plice + |+ + + O+ o+ o+ o+ o+
mozek + | + + + + O+ o+ o+ o+
vyplach peritonea + + o+ o+ o+ o+ ¥
krev
mo¢ + o+ 4+

+ pozitivni nalez
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Tabulka VIIL.:

albendazolem v trusu.

Pribéh mikrosporidibzy u BALB/c

mySi

1é¢enych

DPI

trus

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

DPI trus DPI trus
1. 31.
2. 32.
3. 33.
4, 34.
5. 35.
6. 36.
7. + 37.
8. 38.
9. + 39.
10. + 40.
11. 41. +
12. + 42.
13. + 43.
14. 44,
15. 45,
16. + 46.
17. 47.
18. 48.
19. + 49.
20. 50.
21. + 51.
22. 52.
23. 53.
24. 54,
25. 55.
26. + 56.
27. 57.
28. 58.
29. 59.
30. 60.

89.

+ pozitivni nalez

41

90.

9l.




5. DISKUZE

Mikrosporidie jsou jako pfi¢iny oportunnich infekci sledovany od pocatku 80. let,
kdy se rozmohla svétova pandemie AIDS. Pied nastupem AIDS byla pozitivni detekce
mikrosporidii zaznamendna pouze u osmi pacientl, avSak prevalence
mikrosporidiovych infekci se v pribéhu let zvysila od 2 -50 % u HIV-pozitivnich
jedinct celého svéta. Mikrosporidialni infekce zpisobené Encephalitozoon cuniculi jsou
Vv soucasné dob¢ detekovany pfevazn€ u pacientd, jejichZ imunitni systém je potlacen
a to prevazné u jiz zminénych HIV-pozitivnich jedincii, dale u osob, ktefi podstoupili
transplantaci organu a u pacientu s idiopatickou CD4+ T-lymfocytopenii. V poslednich
letech jsou detekovany i u imunokompetentnich pacientt, u kterych je pribéh infekce
ve vét§ing piipadl asymptomaticky, mohou se vSak objevit 1 ptipady ve formé akutnich
sttevnich onemocnéni a dokonce byla zaznamenana i systémova mikrosporidioza,
kdy byl Encephalitozoon cuniculi genotypu I. detekovan v mozkovém abscesu 56 letého

muze.> >

Encephalitozoon cuniculi se fadi mezi nejvice studované mikrosporidie. Diky své
nizké specificité hostitele a sporam, jenz dokazi odolavat nepifiznivym vliviim prostredi,
se stimto parazitem setkd ve svém Zivoté vétsina lidi. Clovék se snadno nakazi
napf. z vody nebo potravin, které jsou kontaminované vykaly ¢i moci infikovanych

zvitat.??

Na imunitni odpovédi hostitelského systému na mikrosporidie se z velké cCasti
parazita v organismu. Fagocytdza spér je v menSim rozsahu u BALB/c mysi, jejichz
organismus obsahuje mechanismus, ktery dokaze potlacit aktivaci fagocytarni
schopnosti pravé u makrofagt, které jsou aktivovany mikrosporidiemi. Naopak u SCID
mys$i, jejichZ imunitni systém ma deficienci T a B — lymfocyti a tudiZ je jejich obrana
zavisla pouze na mechanismu aktivovani fagocytdozy u makrofagl, je Sifeni spor

do tkéanich organismu rychlejsi. Toto tvrzeni, které bylo zkoumano Markovou Petrou,
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bylo potvrzeno prubéhem mikrosporidiézy u naseho experimentu, kdy infekce v prvnim
tydnu po inokulaci SCID mysi byla detekovana v kazdém z organii a nasledek infekce
byl fatalni - narozdil od BALB/c mysi, u nichz prubéh byl po per oralni inokulaci
podobny, kdy infekce byla kromé jejuna a ilea vkazdém zorganl, avsSak

v nasledujicich tydnech doslo k eliminaci detekovanych spér v organech na minimum.>

Per oralni inokulace SCID mysi vedla k rozsifeni mikrosporidii do vSech organii
a tkani jiz béhem prvniho tydne s naslednym uhynem béhem 39 DPI. Pozitivni detekce
spor v trusu po dobu infekce dokazuji pFitomnost mikrospor v travicim traktu. Doba
preziti infikovanych SCID mysi byla 39 dni. Pribéh mikrosporidiézy u SCID mysi
zpusobené infekci Encephalitozoonem cuniculi genotypem ECIII zobrazuje tabulka I11.
na str. 35. Ve srovnani se studii, provadénou v roce 2011 u Encephalitozoon cuniculi
genotyp II., se sledovany kmen ECIII projevil jako daleko agresivnéjsi nez predchozi
studie. Infekce u kmene ECII méla oproti ECIII pozvolnéj§i nastup a piitomnost

mikrospor ve viech organech nastala az ve 28. DPI (viz tabulka I1X.).*?

Tabulka 1X.: Pritbéh mikrosporidiézy u SCID mysi v organech.*

7. DPI 14. DPI 21. DPI 28. DPI
Zaludek + +
duodenum + + + +
jejunum + + +
ileum + +
cékum + + +
kolon + + + +
slezina + + +
jatra + + +
ledvina +
mocovy méchyr + +
srdce + + +
plice + + +
mozek + + + +
vyplach peritonea + + + +
krev + +
mo¢ + +
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U BALB/c mysi se mikrosporidie ECIII Sifily do témé&f vSech organt a tkani az do
28. DPI. Po této fazi zaCala promoienost organii klesat, ale z vétSiny organti nevymizela
az do 91. DPI, kdy byl pokus ukoncen. Prab¢h infekce znadzoriiuje Tabulka V. ze str. 37.
Narozdil od SCID mysi vSak infekce nevedla ke smrti hostitele. Ve srovnani s kmenem
ECII, kdy mikrosporidie vymizely celkové ze vSech organt a tkani v 56. DPI (viz
tabulka X.), pfedstavuje kmen ECIII daleko vys$8i nebezpeci v piipadé nakaZeni

imunokompetentnich pacient(i.>®

Tabulka X.: Priibéh mikrosporidiézy u BALB/c mysi v organech.”®

7.DP1 14.DPI 21.DPI 28.DPI 35.DPl 42. DPl 49. DPI

Zaludek +

duodenum +

jejunum + +

ileum + + + + +

cékum +

kolon +

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

ledvina + +

mocovy méchyr + + +

srdce + +

plice + +

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

krev + +

mo¢ + + + +

+ pozitivni nalez

Organem, ve kterém byla detekce spor pozitivni téméf po celou dobu vyzkumu byla
slezina. Z predchozich studii bylo zjisténo, ze slezina tvoii rezervoar mikrosprodiii,
ve které mohou pieZivat i bez toho, aniZ by infikovanému jedinci zplsobily klinické
problémy. Jedna se o rovnovazny stav mezi infikovanym jedincem a parazitem,

ve kterém mohou oba dlouhodob¢ piezivat. Pokud ale dojde k rozvréaceni tohoto vztahu,
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napt. oslabenim imunitniho systému, a hostitel piestane mit kontrolu nad udrzovanim

parazita, mize dojit k rozvoji infekce a naslednému $ifeni mikrospor organismem.*®

Lécba albendazolem aplikovand u BALB/c mys$i 28.— 42. DPI méla po prvnim
tydnu 1écby znatelny vliv. Pocet pozitivnich organti po ukonceni terapie albendazolem
ve 49. DPI klesl detekci jednoho pozitivniho organu, a to sleziny. V nasledujicich dnech
se infekce zaCala opét Sifit do jednotlivych orgdnt a tkani na celkovy pocet osmi
pozitivnich vzorki v 91. DPI, kdy byl pokus ukoncen. Lécba albendazolem
je zobrazena v tabulce VII. na str. 39. Lécba genotypu III. se ukazala jako ne zcela
ucinnd, coz zase potvrzuje agresivnost tohoto kmene, nebot’ ve srovnani s vyzkumem
ECIIL, provadénym VvV minulych letech se u imbredniho kmene mysi BALB/c prokazala
jako uc¢inna, kdy po ukonéeni terapie (tj. 49. DPI) klesl pocet detekovanych organt také
pouze na jeden, a to také slezinu. Narozdil ale od genotypu ECIII byly detekce spor
Vv nasledujicich tydnech negativni a to az do 63. DPI, kdy byl pokus ukoncen. Prubéh

16¢by BALB/c mysi genotypu ECII je znazornén v tabulce XI. *°
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Tabulka Xl.: Pribéh mikrosporidiézy v organech BALB/c mysi 1é¢enych

albendazolem.*

Lécba
albendazolem
7. 14, 21.] 28. 35. 42. 1 49. 56. 63.

Zaludek +

duodenum +

jejunum

ileum + + + +

cékum

kolon

slezina + + + + + +

jatra + | +

ledvina

mocovy méchyr + + +

srdce

plice

mozek + + + +

vyplach

peritonea + + +

krev

mo¢ + + +

+ pozitivni nalez

Ziskana zjisténi prokazuji, Ze Encephalitozoon cuniculi dokdze piezivat v télesnych
organech bez toho, aniz by se klinicky projevoval. AvSak pfi oslabeni imunitniho
systému muze nastat rozsiteni infekce a tim padem dojit k rozvoji mikrosporidiozy,

ktera by mohla ohrozit Zivot jedince.
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6. ZAVER

Infekce Encephalitozoonem cuniculi genotyp III. u jedinct s deficienci imunitniho

systému je fatalni.

U imunokompetentnich jedinct je priabéh mikrosporididzy regulovan imunitnim
syst¢émem. Infekce nema smrtelny ucinek, avSak mikrosporidie jsou stdle pifitomny
pfevazné v travicim ustroji, odkud se pfi oslabeni imunitniho systému muze infekce

op¢t rozsifit.

Lécba albendazolem neni stoprocentné uUc€innd, urcité mnozstvi mikrosporidii

pteziva v nékterych organech, odkud se mohou rozsifit do organismu.

Vysledky mé préace ukazuji, ze infekce mikrosporidiemi muze byt hrozbou nejenom
pro imunodeficientni pacienty, ale problémy s nimi spjaté mohou zptsobit i u pacientt,
kteti jsou mikrosporidiemi infikovani, ale prozatim je prib&h onemocnéni

asymptomaticky. Mikrosporidioza je proto stale aktualnim tématem probihajicich studii.
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