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Anotation
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1. UVOD

1.1 Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou jednobunécni obligatn€ intracelularni paraziti fazeni do samostatného
kmene Mikrosporidia (syn. Microspora), fiSe Opisthokonta. Ackoli jednotlivé druhy
vykazuji pomérné uzkou hostitelskou specifitu, zastupce tohoto kmene miizeme nalézt
U mnoha taxonomicky odlisnych skupin zivo¢ichii — vyskytuji se u protist, bezobratlych
a vSech tfid obratlovcl vcetn€ Clovéka (Matsubayashi et al. 1959, Desportes et al. 1985,
Didier et al. 1991, Cali et al. 1993). Jejich vyvojovy cyklus mize byt jak monoxenni, tak
heteroxenni. Doposud bylo popsano vice nez 1300 druhti mikrosporidii zafazenych do 187
rodt (Vévra et Lukes 2013).

Mikrosporidie zahrnuji druhy s klinickym a ekonomickym vyznamem. Rada druht je
studovana jako vyznamné patogenni agens hmyzu (napt. Nosema apis, Nosema bombycis),
volné Zijicich ryb a akvakultur (napt. rod Glugea) (Mathis et al. 2005). V souc¢asné dob¢ je
znamo 16 druhtt mikrosporidii infikujicich ¢lovéka a bylo zaznamenano nékolik set pripadt
nakaZeni, jak u imunodeficientnich tak u imunokompetentnich osob (Didier 2005).
Nejcastéjsi pri¢inou mikrosporidiozy u lidi jsou Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon

intestinalis.
1.1.1 Taxonomie

Kmen Mikrosporidia ptedstavuje dobfe definovanou monofyletickou skupinu, jeji
postaveni na fylogenetickém stromu je ovSem nejisté a za 150 let vyzkumu proslo fadou
zmén (Keeling 2014). Zpocatku byly mikrosporidie fazeny mezi Schizomycetes, které
zahrnovaly kvasinky a bakterie (Ndgeli 1857), pozdéji byly jako protista fazeny
do Cnidosporidia, skupiny Sporozoa (Balbiani 1882) a posléze povazovany za primitivni
linii eukaryot premitochondrialni éry v ramci skupiny Archeozoa (Cavalier-Smith 1983).
V soucasné dobé jsou mikrosporidie povazovany nikoli za primitivni organismy, ale
za velice redukované eukaryotické organismy, které vlivem parazitického zpiisobu zivota
prosly vyznamnymi genetickymi a funkénimi ztratami. Doposud vSak neni zfejmé, zda maji
byt fazeny v rdmci skupiny Fungi, nebo predstavuji spole¢né s Aphelida a Rozella spp.
sesterskou skupinu hub (Cryptomycota — skupina ARM), s jistotou se vSak jedna o houby
nebo organismy houbdm blizce piibuzné (Corradi et Keeling 2009, Keeling 2014). Na jednu

stranu mikrosporidie s houbami sdileji celou fadu znakt (pfitomnost o-chitinu, trehaldzy
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a absence bicikil), na druhou stranu jsou zde znaky, kterymi se od hub odliSuji (ribozomy
prokaryontniho typu 70S a neptitomnost ITS2) (Voigt et Kirk 2011).

Adaptace mikrosporidii k intracelularnimu parazitismu vedla k redukci mnoha genu
Z nejmenSich eukaryontnich genomu. Velikost jejich genomu se pohybuje od 2.3 Mbp
(Encephalitozoon intestinalis) do 24 Mbp (Hamiltosporidium tvaerminnensis). Redukce je
rovnéz patrna na urovni builky, postradaji fadu organel pro eukaryota typickych:
peroxizomy, lysozomy, centrioly, bi¢iky nebo jiné mikrotubularni struktury a typickou
podobu Golgiho komplexu. V minulosti se také ptedpokladalo, Ze nemaji ani mitochondrie,
avsak pozdéji byla odhalena pritomnost HSP70 (heat shock protein) genti u nékolika druh
mikrosporidii, coz ukazuje na jejich sekundarni ztratu (Keeling et al. 2000). Pfi pozorovani
elektronovym mikroskopem byla nasledné prokazana piitomnost mitosomii (Vavra 2005).

V ramci kmene jsou mikrosporidie klasifikovany podle velikosti a morfologie spor, poctu
zavitd polové trubice, usporadani jadra, typu bunécného déleni, vyvojového cyklu a vztahu

hostitel — parazit (Sprague et al. 1992, Didier et al. 1998).

1.1.2. Historie

V poloving 19. stoleti nemoc pébrine pustoSila evropsky hedvabny primysl a témeét
zdevastovala chovy bource morusového (Bombyx mori) ve Francii, Némecku a Italii. Roku
1857 profesor botaniky Carl Wilhelm von Négeli ve své pfednasce pojmenoval organismus
za tuto Skodu zodpovédny jako Nosema bombycis N&geli 1857. Tento rok je povazovan
za pocatek mikrosporidiologie, 1 kdyZ nékteré prace o mikrosporidiich byly publikovany jiz
diive (Gluge 1838, Miiller 1841, Creplin 1842). Morfologie spor byla o n¢kolik let pozdéji
popsana Pasteurem (Pasteur 1870). Poté, co byla identifikovana N. bombycis, byly nalezeny
podobné organismy u celé fady zivoCicht — zejména bezobratlych a ryb. Prvni
zdokumentovany piipad mikrosporidii u savce pochazi z roku 1922, kdy Wright a Craighead
popsali tyto organismy u kralikii s motorickou parézou, kteii vykazovali ties, otupélost
a strnulost (Wright et Craighead 1922). Tento pivodce mikrosporididozy kralikd byl
pojmenovan Encephalitozoon cuniculi. Prvni pfipad infekce ¢lovéka byl zaznamenan v roce
1959 u devitiletého chlapce, ktery trpél horeckou, bolestmi hlavy a kife¢emi (Matsubayashi
et al. 1959). Az do zacatku pandemie HIV, kdy pocet diagnostikovanych mikrosporidiovych
infekci prudce vzrostl, byly popisovany jen ziidka. U pacientd s AIDS byli postupné
popisovani jednotlivi puvodci mikrosporidiéz: Encephalitozoon cuniculi v roce 1984

(Bergquist et al. 1984), Enterocytozoon bieneusi v roce 1985 (Desportes et al. 1985),
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Encephalitozoon hellem v roce 1991 (Didier et al. 1991) a Encephalitozoon (syn. Septata)
intestinalis vroce 1993 (Cali et al. 1993). V souvislosti s vétsim povédomim
o mikrosporidiich a lep$imi diagnostickymi metodami byly infekce popsany
i u imunokompetentnich osob — ¢asto jsou pozorovany u piijemci transplantovanych organt
a kostni dfen¢, diabetikil, cestovatell, déti, seniort a uzivatelti kontaktnich ¢ocek (Deplazes
et al. 2000). O¢ni mikrosporididza byla poprvé popsana v roce 1973 (Ashton et Wirasinha
1973). Navzdory tomu, ze zpocatku byly mikrosporidie povazovany za fidce se vyskytujici,
dnes jsou znamy jako bézné rozSifené patogeny cCloveéka. Ackoli kombinovana
antiretrovirova terapie (CART) u HIV pozitivnich vyrazné snizila vyskyt oportunnich infekei
véetné mikrosporidiozy, v rozvojovych zemich zistava prevalence nadéle vysoka (Fayer et
Santin-Duran 2014).

3.1.3 Morfologie a vyvojovy cyklus

Mikrosporidie nemaji aktivni stddia mimo hostitelské buiky a v prostiedi ptezivaji
ve stadiu spory (Obrazek 1). Spory se v zavislosti na daném druhu 1isi strukturou a velikosti,
ktera se pohybuje mezi 1 a 40 um (u savcu tato velikost nepfesahuje 3 um). Nékteré druhy
mikrosporidii mohou vytvaret i dva nebo vice strukturné a fyziologicky odlisnych typid spor

(napt. Trachipleistophora anthropophtera).

Obrazek 1: Mikrosporidie — spora (Keeling et Fast 2002, upraveno)
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Spory maji vétSinou ovalny, kulovity nebo hruskovity tvar a jejich sténa se sklada
ze tii vrstev:
e cxospory (vnéjsi elektron-denzni glykoproteinova vrstva)
e cndospory (vnitini chitinova vrstva)
e tiivrstvé plazmatické membrany
Uvniti spory se nachazi infek¢ni ¢ast — sporoplazma. Spory mohou byt jednojaderné
(monokaryon), které jsou typické naptiklad pro rody Encephalitozoon a Enterocytozoon
nebo dvoujaderné (diplokaryon), ty nachazime naptiklad u rod Nosema a Brachiola.
Pro mikrosporidie je charakteristicky vystfelovaci aparat, ktery se sklada z polové trubice, ta
je zpravidla doplnéna o posteriorni vakuolu a polaroplast. Polova trubice, ktera je ve spote
svinutd, vytvaii 4-30 zaviti kolem sporoplazmy a slouzi k pfenosu sporoplazmy
do hostitelské buiiky. Pélova trubice ma prumér asi 0,1-0,2 um je az nékolik set um dlouha.
Ke sténé spory je pfichycena kotvicim diskem. Pfitomnost tohoto injekéniho aparatu

ulozeného ve spote predstavuje autapomorfni znak mikrosporidii (Vavra et Lukes 2013).

Zivotni cyklus mikrosporidii miizeme rozdélit na tii faze:

o infekéni faze (zahrnuje stadium spory a jeji uvolnéni do prostiedi, pfenos spory,
vystieleni polové trubice a injekci infekéniho obsahu spory do hostitelské bunky)

Pokud je spora aktivovadna signaly jako je zména pH a osmotického tlaku zplisobena
hydrolyzou z&sob trehaldzy, kterd se akumuluje v pozdgjsich stadiich vyvoje spory, dochazi
k ptilivu vody skrze akvaporiny v plasmatické membrang, ktery zptsobi bobtnani posteriorni
plazmatickou membranu hostitelské bunky, a dojde k vypuzeni sporoplasmy skrze poélovou
trubici. Infekéni sporoplasma je tak protlacena do hostitelské buiiky, v niz se déli bindrnim
délenim. Cely proces germinace je velice rychly, trva pfiblizn€ 2 sekundy. Druhym
z moznych zptsobt priniku do hostitelské buniky je fagocytoza.

e merogonie — prolifera¢ni vegetativni faze (déleni v hostitelské bunce)

Uvniti hostitelské buniky se sporoplazma za vhodnych podminek déli a vytvari
proliferacni formu (meronty). Vyvoj meronta mize probihat v pfimém kontaktu
s cytoplasmou nebo nukleoplazmou hostitele (napt. Enterocytozoon bieneusi, Nucleospora
spp.) nebo oddélen¢ od prostiedi hostitele, a to v parazitoforni vakuole (napf.
Encephalitozoon spp.), sporoformnim méchyiku (Anncaliia sp.) nebo v endoplasmatickém
retikulu hostitele (napt. Endoreticulatus spp.) (Cali et Takvorian 2014).



e intracelularni sporogonie (formace novych spor)

Meronti se vyviji ve sporonty, dochézi k depozici chitinu do bunééné stény — plazmaticka
membrana se zesiluje, cytoplasma se zahust'uje a vytvari se organely spory (vakuola, poélova
trubice a kotvici disk). Dochdzi k mnozeni a dozravani spor, které vyusti v protrzeni
cytoplazmatické membrany hostitelské buiiky a uvolnéni spor do extracelularniho prostoru.

Spory mohou zpusobit invazi okolnich tkani nebo se §ifit hematogenné.
1.1.4 Mechanismy prenosu infekce

Spory mikrosporidii parazitujicich u savci se do vnéjsiho prostiedi dostavaji moci
a vykaly infikovanych lidi. Mezi nejéastéjs$i mechanismy pfenosu spor patii fekalné-oralni
cesta, at uz pfimo prostiednictvim kontaktu s infikovanym jedincem nebo pozienim
kontaminované vody ¢i potravy. Méné cCasto jsou popisovany jiné zpisoby pienosu:
napt. vdechnutim, vektorem nebo sexudlnim pfenosem. Pocateéni misto infekce zavisi
na zpiisobu ptenosu — nejcastéji se jednd o buiiky gastrointestindlniho nebo dychaciho traktu.
Doposud neni zcela objasnéno, co v§e mize byt zdrojem infekce.

e Pi‘enos vodou

Pfenos spor vodou patii mezi nejcastéjsi mechanismy ptenosu (Fayer et Santin-Duran
2014). O vysoké odolnosti spor mikrosporidii a jejich schopnosti piezivat ve vodé
po dlouhou dobu svéd¢i velké mnozstvi provedenych experimenti. Napiiklad bylo
pozorovano, ze spory E. cuniculi, které byly uchovavany dva roky ve vodé pii teploté 4 °C
nebo byly zmrazeny po 24 hodin na -24 °C, zistaly nadale infek¢ni (Koudela et al. 1999).
Shadduck et Polley (1978) popsali infektivitu spor v nechlorované vodé po dobu az 10 let
a také po inkubaci 24 hod pii pH 4 a pH 9. Dale bylo popsano, ze spory E. intestinalis
a E. hellem jsou schopny piezit ve vodé pii teplotach 10-30 °C po nékolik mésict (Didier
et al. 2004). Mimo to byly publikovany i prace, které dokumentuji infektivitu spor nékolik
mesict po jejich vyschnuti (Kramer 1970). Spory ptrezivaji ve slané i1 sladké vodé
avzhledem K jejich velmi malym rozmérim jsou obtizné zachytitelné béznymi vodnimi
filtry. Jejich ptitomnost byla odhalena na koupalistich (Graczyk et al. 2007), v uzitkové
vodé, v odpadnich a povrchovych vodach (Dowd et al. 1998), ale i ve zdrojich vody pitné
(Dowd et al. 2003).

e Alimentarni prenos

U HIV pacientl bylo popsano nékolik nakaz mikrosporidiemi, ke kterym pravdépodobné
doslo ze $patné tepelné upraveného masa a motskych plodu (Didier et al. 2004). Pfitomnost
spor mikrosporidii byla také detekovana v ovocnych dZzusech, Cerstvé zeleniné a ovoci
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(Fayer et Santin-Duran 2014). V nedavné dobé byl téZ zaznamenan vyskyt spor E. bieneusi
a E. cuniculi v kravském mléce (Lee 2008, Kva¢ et al. 2015). S pozitim kontaminované
potravy je také spojena jedina dosud publikovana epidemie mikrosporidiozy (Decraene et al.
2012).

e Dalsi moZné zpusoby pi‘enosu

Pienos spory do hostitelského organismu je mozny vdechnutim kontaminovaného
aerosolu. Tento ptenos byl opakované zaznamenan u HIV/AIDS pacientl a pfijemcii kostni
diené (Fayer et Santin-Duran 2014). Nejcastéjsim ptavodcem infekce prostiednictvim
vdechnutého aerosolu je druh E. hellem. Nékdy muze byt infekce pienesena piimym
kontaktem skrze oko, rdnou nebo sexualnim stykem (Birthistle et al. 1996,
Sharma et al. 2014). V nedavné dobé byl také prokazan pienos infekce E. cuniculi u tii
pacienti  skrze transplantovany orgdn (Hocevar et al. 2014). Pifenos spor
na savce prostiednictvim vektoru byl prokdzan u druhu Trachipleistophora hominis
(Weidner et al. 1999) a u dalSich druhti mikrosporidii, které napadaji jak hmyz, tak ¢loveka,
je predpokladan (Annaliia algerae, A. vesicularum). Transplacentarni pfenos byl popsan
u rodu Encephalitozoon, a to u hlodavcu, koni, lisek, pst, kralikd, moréat a opic (Snowder
et al. 1998, Snowder et Shadduck 1999). U clovéka tento zpiisob pienosu doposud prokazan
nebyl. U laboratornich zvifat byl experimentalné prokazan i intraperitonealni, intravendzni,

intratrachedlni a intracerebralni ptenos infekce (Snowden et al. 1998).

1.1.5 Patogenita a klinické priznaky

Klinickeé pfiznaky a pribéh infekce zéalezi na druhu mikrosporidie a imunitnim stavu
jedince (Didier 2005). NejcastéjSim projevem mikrosporididzy u AIDS pacientl je prijem
a malabsorpce zivin, ale vyskytuje se u nich mnoho dal§ich pfiznakii — hepatitida,
peritonitida, keratokonjunktivitida, sinusitida, bronchitida, pneumonie, cystitida, nefritida,
myositida a encefalitida (Franzen et Miller 2001). U imunokompetentnich osob je pribéh
infekce Casto inaparentni. Infekce jsou obvykle perzistujici, pomalu rozvijejici a zfidka kdy
zivot ohrozujici (Shadduck et Greeley 1989). Vyssi prevalence byla zaznamendna mezi
diabetiky, t¢hotnymi Zenami, u pracovniki na jatkdch, pacientll s prijmem, cestovateld,
seniort, déti a homosexuall (Van Gool et al. 1997, Enriquez et al. 1998,
Lopez-Velez et al. 1999, Lores et al. 2000, del Aguila et al. 2001, Mdller et al.
2001). Procento nakazenych mikrosporidiemi u pacienti s AIDS se pohybuje od 2 do 50 %
Vv zévislosti na geografické oblasti a pouzitych diagnostickych metodach (Weber et al. 1994,



Kotler et Orestein 1998). Podle téchto udaji byla prevalence mikrosporidiozy u AIDS
pacientd odhadnuta na 15 % (Bryan et Schwarz 1999).

Oc¢ni infekce se muze rozvinout i u osob imunokompetentnich. Rizikovym faktorem je
zejména poskozeni oka, ale také uzivani kontaktnich ¢ocek. Nejéastéj$imi projevy infekce je
keratitida stromatu nebo keratokonjunktivita (Sharma et al. 2014). Jako pfi¢iny o¢ni
mikrosporidiozy byly detekovany Brachiola sp., Microsporidium celonensis, M. africanum,
Vittaforma corneae, E. cuniculi, E. hellem, T. hominis a T. anthropopthera (Sharma et al.
2014). Prevalence o¢ni mikrosporididozy se miize regiondlné¢ vyznamné liSit, v nékterych
oblastech byla pozorovana az 19,7% prevalence u pacienti s keratitidou (Sharma et al.
2014).

Zatimco E. bieneusi zpisobuje infekce lokalizované v zazivacim nebo méné Casto
v dychacim traktu, zastupci rodu Encephalitozoon diseminuji do tkani a mohou zpusobit
bronchitidu,  keratokonjunktivitu, encefalitidu, nefrititidu, hepatitidu, myositidu

a ve spojitosti s HIV mohou ovlivnit v§echny organové soustavy (Weber et al. 1994).
1.1.6 Terapie

Nejefektivnéjsi 1écba mikrosporidiozy u lidi 1 zvifat je pomoci albendazolu a fumagilinu
(Conteas et al. 2000). Fumagilin byl izolovan v roce 1949 z Aspergillus fumigatus. Béhem
50. let 20. stoleti byl pouzivan k 1é€bé amébozy zptisobené Entamoeba histolytica a pozdé&ji
byl uspésn¢ pouzit pii 1€cbé mikrosporididzy u savel, hmyzu a ryb (Weiss 2014). Fumagilin
a jeho syntetické analogy jsou u¢inné proti E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis, V. corneae
a E. bieneusi (Didier 2005, Weiss 2014). Tento 1¢k je vSak pro lidsky organismus toxicky.
Az u poloviny pacientti 1é¢enych fumagilinem byly pozorovany vedlejsi G¢inky 1é¢by jako
je neutropenie, trombocytopenie a meningitida (Molina et al. 2002, Audemard et al. 2012).

Albendazol je efektivni pii 1é¢bé mikrosporidii rodu Encephalitozoon, ale ne vzdy je
ucinny proti E. bieneusi (Gross 2003). Mechanismem jeho G¢inku je vazba na B-tubulin.
Vedlejsi tcinky jsou u tohoto 1éku vzacné a vétSinou prechodné (Weiss 2014). Nicméné
vysledky prace nekterych autord ukazuji, Ze ani vcasna lé€ba mikrosporididézy zplsobena
rodem Encephalitozoon nemusi byt zcela uc¢inna a nemusi vést k Gplnému vymizeni spor
z tkani (Kotkova et al. 2013, Lallo et al. 2013).

Testovano bylo mnoho dalSich 1é¢iv, vétSina znich ale neméla zadné nebo pouze

proménlivé ucinky, napf. metronidazol, furazolidon nebo nitazoxanid.



Pii 1écbé AIDS pacientl je G¢innd kombinovana antiretroviralni terapie (cART), ktera
obnovenim imunitniho systému brani rozvinuti mnohych oportunnich infekci vcetné

mikrosporidiozy.

1.1.7 Nejcastéjsi mikrosporidie parazitujici u savcu
1.1.7.1 Enterocytozoon bieneusi

Enterocytozoon bieneusi Desportes, Le Charpentier, Galian, Bernard, Cochand-Priollet,
Laverne, Ravisse et Modigliani 1985 byl poprvé detekovan u AIDS pacienta s chronickym
prijmem. Rod Enterocytozoon zahrnuje druhy Enterocytozoon bieneusi a E. salmonis.
Enterocytozoon bieneusi infikuje pfedevsim enterocyty tenkého stieva a zluové cesty ptaka
a savci. Byl ale také nalezen v hepatocytech, slinivce, priduskach a nosnim epitelu (Franzen
et Miller 2001).

Enterocytozoon bieneusi se vyviji v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské bunky
mimo parazitoforni vakuolu. Spory jsou nejmens$i ze vSech mikrosporidii, ovalné,
tenkosténné, méfici pouze 1,1-1,6x0,7-1,0 um. Maji pét az sedm zavitd polarni trubice
uspotadanych do dvou fad (Vavra et Larrson 1999).

Enterocytozoon bieneusi mizeme nalézt u mnoha hostitelti: kromé ¢lovéka byl popsan
napiiklad u prasat a kocek (Rinder et al. 2000), telat (Dengjel et al. 2001), kufat
(Reetz et al. 2002), lam (Dengjel et al. 2001), psi a koz (Lores et al. 2002), kralikt
(del Aguila et al. 1999), myvald, ondater, bobra, liSek (Sulaiman et al. 2004), divokych
prasat (del Aguila et al. 2004), pStrosi, holubli (del Aguila et al. 2004, Haro et al. 2005),
koni, kudut (Santin et Fayer 2011), Simpanzt, goril a opic (Sak et al. 2011a, Karim et al.
2014).

Dosud bylo na zakladé analyzy variability 243-bp ribozomalni ITS (Internal Transcribed
Spacer) popsano 201 genotypu E. bieneusi, z toho bylo 54 identifikovano u ¢lovéka,
33 u zvifat i ¢loveéka a 102 genotypd bylo nalezeno u zvifecich hostiteld (Fayer et Santin-
Duran 2014). Dalsi genotypy byly nalezeny ve vodé¢ a jejich hostitel je neznamy. Tyto
genotypy mizeme rozdelit nejméné do Sesti skupin, pficemz vétSina lidskych izolath spada
do skupiny 1, do skupiny 2 se fadi izolaty ziskané z dobytka, skupina 3 a 4 zahrnuje izolaty,
které byly detekovany u ondatry a myvald, skupina 5 izolaty z primat a skupina 6 izolaty

nalezené u pst (Guo et al. 2014).



3.1.7.2 Enterocytozoon spp.

Rod Encephalitozoon zahrnuje c¢tyii druhy E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis
a E. romaleae, pri¢emz prvni tfi zastupci mohou infikovat ¢lovéka. VSechny druhy rodu
Encephalitozoon se vyvijeji v parazitoforni vakuole. Spory dosahuji rozméra 2,0-2,5x1,0—
1,5 um a polarni trubice tvoii pét az sedm zavit (Franzen et Miiller 2001).

Zastupci rodu Encephalitozoon jsou na rozdil od E. bieneusi uspésné péstovani
V bunéénych kulturch.

Encephalitozoon cuniculi Levaditi, Nicolau et Schoen 1923 byl prvni pozorovanou
mikrosporidii u savci (Wright et Craighead 1922) a je soucasné také nejlépe prostudovanou
mikrosporidii napadajici savce. Encephalitozoon cuniculi zpisobuje diseminované infekce
témet ve vSech organovych systémech (Mertens et al. 1997). Byl popsan u hlodavci, zajici,
ovci, prasat, koz, koni, psi, liSek a primat (Shadduck et Pakes 1971).

V soucasné dobé jsou zndmy Ctyii genotypy, které jsou rozliSovany podle poctu GTTT
opakovani v rdmci ITS: genotyp | pochazi z kralikd, genotyp II z mysi, genotyp III ze pst
a genotyp IV byl popséan u HIV pozitivniho pacienta (Shadduck 1969, Shadduck et al. 1978,
Didier et al. 1998, Talabani et al. 2010). Prvni tfi genotypy E. cuniculi byly nalezeny jak
u ¢loveka, tak u zvitat, predpoklada se tedy jejich zoonoticky potencial.

Encephalitozoon hellem Didier, Didier, Friedberg, Stenson, Orenstein, Yee, Tio, Davis,
Vosbrink et Shadduck 1991 je morfologicky podobny E. cuniculi a pivodné byl za néj
mylné povaZzovan. OdliSen byl aZ za pouZiti biochemickych a imunologickych metod v roce
1990, kdy byl prokazéan jako etiologické agens keratokonjunktividy u HIV pozitivnich
pacienti (Didier et al. 1991). Napada také dychaci a urogenitalni trakt a castd je jeho
diseminace do dalSich tkani (Diddier et al. 1991, Schwartz et al. 1992). Kromé ¢lovéka byl
detekovan u mysi, kralika, ptaka (Slodkowicz-Kowalska 2006a, Kasickova et al. 2007),
kaloné (Childs-Sanford et al. 2006), goril (Sak et al. 2011a) a scinkl (Koudela et al. 1998).
Pti pokusech v tkanovych kulturdch bylo zjiSténo, Ze se mnohem Iépe mnozi pii teploté
40 °C nez E. cuniculi, coz vypovida o jeho piizptisobeni télesné teploté ptaka (Waters 2006).

Izolaty E. hellem jsou déleny do péti genotypu na zakladé variability ITS, IGS a genu
pro PTP (polar tube protein) (Haro et al. 2003). Na zakladé typu repetice jsou rozliSovany
dv¢ alelické rodiny: prvni tvoii genotypy 1A, 1C a 1D a do druhé spadaji genotypy 2B a 2C
(Haro et al. 2003).

Encephalitozoon intestinalis (Cali, Kotler, Orenstein 1993) (syn. Septata) byl pozorovan

u osli, zeber, psu, prasat, krav, koz (Bornay-Llinares et al. 1998), goril (Graczyk et al.



2002), koal (Nimmo et al. 2007), liSek (Murphy et al. 2006), slavicek (Graczyk et al. 2004)
a Clovéka (Cali et al. 1993). Od E. bieneusi byl odlisen v roce 1993 (Cali et al. 1993).
Encephalitozoon intestinalis napada zazivaci trakt, zluCové cesty a mize se rozsifit
do ledvin, o¢i a nosnich dutin (Orenstein et al. 1992). Jedna se o druhou nejcastéji
detekovanou mikrosporidii u ¢lovéka. Na rozdil od E. cuniculi a E. hellem nejsou u této

mikrosporidie popisovany zadné genotypy.
1.1.8 Mikrosporidie a mikrosporidioza primati
1.1.8.1 Mikrosporidie u opic a poloopic

Mikrosporidie u opic a poloopic byly az na jednu vyjimku detekovany vyhradné u jedinct
Zijicich v zajeti (Butel et al. 2015). Zaznamenany byly bud jako etiologicka agens
mikrosporidiézy u jedincii s imunodefektem nebo byla zjiSt€éna pfitomnost spor
u imunokompetentnich jedinct, kteti nevykazovali zadné projevy nemoci (Guscetti et al.
2003, Reetz et al. 2004, Asakura et al. 2006, Juan-Sallés et al. 2006, Slodkowicz-Kowalska
et al. 2006b, Davis et al. 2008, Li et al. 2011, Karim et al. 2014). Nakazy mikrosporidiemi
rodu Encephalitozoon nebo Enterocytozoon byly popsany celkem u 16 druhti opic a poloopic
(Tabulka 1). N&ktefi z téchto primati slouzi také jako modelové organismy pro studium
lidské mikrosporidiézy (Macaca mulata, Chlorocebus pygerythrus).

Vnimavost makakt (Macaca mulata) k nakaze Encephalitozoon sp. byla prokazana uz
v roce 1979 intracerebrélni inokulaci (Shadduck et al. 1979). U kockodant (Chlorocebus
pygerythrus) byl popsan vertikalni pfenos E. cuniculi (van Dellen et al. 1989). Prib¢h
nakazy E. cuniculi a E. hellem v souvislosti s progradujici immunodeficienci byl zkoumam
u SIV pozitivnich makaktu (Macaca mulata) (Didier et al. 1994). Zatimco u skupiny
zdravych jedinc nebyly pozorovany zadné ptiznaky nemoci, u skupiny SIV pozitivnich
jedinct, ktefi trpéli postupnym ubytkem CD4+ T-lymfocytl, bylo pozorovano zvysujici se
mnozstvi vylouéenych spor v trusu a moci a jejich nasledny thyn.

Prvni zdokumentovany ptenos E. bieneusi mezi dvéma hostiteli pochazi z roku 1997, kdy
byla experimentalné pfenesena ndkaza mezi AIDS pacientem a SIV pozitivnim makakem
(Tzipori et al. 1997). SIV pozitivni makaci byli také experimentalné nakazeni E. bieneusi
ve dvou nésledujicich studiich (Mansfield et al. 1998, Green et al. 2004).
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Tabulka 1: Piehled popsanych druhu a genotypt mikrosporidii u opic a poloopic

Hostitel Druh/genotyp Reference

Strepsirrhini (poloopice)
E. bieneusi Peru 11,

PigEBITS, WL15, D, Peru8 Karim et al. 2014

Eulemur albifrons

. ) Slodkowicz-Kowalska et al.
Eulemur macaco E. bieneusi

2006b

Haplorrhini (vyssi primati)

Catarrhini (opice starého svéta)
Callicebus moloch cupreus Encephalitozoon sp. Seilbold et Fussell 1973
Cercopithecus cephus E. intestinalis Butel et al. 2015
Cercopithecus neglectus E. bieneusi BSH Du et al. 2015
Cercocebus agilis E. hellem Butel et al. 2015
Lemur catta E. cuniculi Yabsley et al. 2007

E. bieneusi IV, CM1, CM2,
CM3, D, Peru8, Peru 11,
Henan-V, Macaque3,
Macaque4

Macaca fascicularis Karim et al. 2014

Macaca fuscata E. bieneusi Henan-V Karim et al. 2014

E. bieneusi Peru 11, WL15 Yeetal. 2012

E. bieneusi EpbC, Peru8,l,

Henan-V, BEB6, Type IV, Karim et al. 2014
PigEBITS7, CM1, CM4 -7,

Macaquel, Macaque2

Macaca mulatta

E. bieneusi D, MH Du et al. 2015
. . E. bieneusi A, D, Peru?, Peru .
Papio anubis 11, KB-1_ KB-6 Lietal 2011
Papio hamadrayas E. bieneusi D Du et al. 2015
Rhinopithecus roxellana E. bieneusi D, BEB6 Du et al. 2015
E. cuniculi I Asakura et al. 2006
Encephalitozoon sp. Anver et al. 1972
Saimiri sciureus Encephalitozoon sp. Brown et al. 1973
E. bieneusi XH Du et al. 2015
Encephalitozoon sp. Zeman et Baskin 1985

Platyrrhini (opice nového svéta)

Callimico goeldii E. cuniculi 11 Davis et al. 2008
Juan Sallés et al. 2006
Reetz et al. 2004

Juan Sallés et al. 2006
Guscetti et al. 2003

Saguinus oidipus E. cuniculi I

Saguinus imperator E. cuniculi HI
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1.1.8.2 Mikrosporidie u lidoopt

Doposud bylo publikovano pouze 5 studii, které popisuji pfitomnost mikrosporidii
u lidoopu (Graczyk et al. 2002, Sak et al. 2011a, 2013, 2014, Butel et al. 2015). Tti z nich
se zabyvaji vyskytem téchto paraziti u volné Zijicich goril (Graczyk et al. 2002, Sak et al.
2013, 2014), ¢tvrta se zaobira jejich popisem u goril, Simpanzi a bonobu (Sak et al. 2011a)
a posledni publikace pak zkouma souvislost mezi SIV (Simian immunodeficiency virus)
a nakazou mikrosporidiemi u divoce zijicich Simpanzt, goril a bonobti (Butel et al. 2015).
Druhy a genotypy zaznamenané v téchto studiich jsou uvedeny v tabulce 2. U orangutant
mikrosporidie doposud popsany nebyly.

Populace kriticky ohrozenych horskych goril (Gorilla beringei beringei) je rozdélena
na dvé subpopulace zijici v ndrodnim parku Bwindi a narodnim parku Virunga Volcanoes
a kazda z nich byla pfedmétem jedné studie. Horskymi gorilami v ndrodnim parku Bwindi
v Ugand¢é se zabyval Graczyk et al. (2002), ktery popsal vyskyt E. intestinalis u tfi
habituovanych horskych goril a dvou pracovniki narodniho parku. Vzhledem k tomu, ze byl
detekovan jediny genotyp, ktery byl u nakaZzenych osob i goril totozny, je pravdépodobné, ze
doslo k pfenosu ndkazy z goril na ¢lov€ka nebo naopak (Grazcyk et al. 2002). Mikrosporidie
u habituovanych horskych goril v narodnim parku Volcanoes ve Rwandé studoval Sak
s kolektivem (2014). Zaznamenana byla pfitomnost E. cuniculi genotyp 1 a Il
a Enterocytozoon bieneusi genotyp Gorilla 2 a Gorilla 4-8.

Mikrosporidie u goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) v riznych stupnich habituace
byly studovany v Stiedoafrické republice (Sak et al. 2013). Byla zjisténa piitomnost
E. cuniculi genotypt I a II a E. bieneusi genotyp D a nové popsané genotypy Gorilla 1-3.
Studie neukazala vliv habituace na vyskyt mikrosporidii.

Mikrosporidiéza byla zkouméana také u Simpanzt (Pan troglodytes), bonobu (Pan
paniscus), goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) a ¢lentt personalu ze 13 evropskych
zoologickych zahrad a 2 africkych rezervaci. Mikrosporidie byly nalezeny na vsech
zkoumanych mistech s celkovou prevalenci 36,7 %. Byla popsana pfitomnost E. cuniculi
genotypu I a II, E. hellem genotyp 1A, E. bieneusi genotypy EpbA, PigEBITS5 a D (Sak et
al. 2011a).

Souvislost mezi vyskytem SIV a nédkazou mikrosporidiemi u primatd v Kamerunu
a Demokratické republice Kongo studoval Butel s kolektivem (2015). Ackoli zadny vliv

ndkazy SIV na vyskyt mikrosporidii pozorovan nebyl, byla zaznamenana fada nakaz

E. intestinalis a E. hellem (Butel et al. 2015).
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Tabulka 2: Piehled popsanych druhu a genotypti mikrosporidii u lidoopt

Hostitel Druh/genotyp Reference

E. intestinalis Graczyk et al. 2002
Gorilla b. beringei

E. bleqeus_l gorilla 2, 4-8 Sak et al. 2014

E. cuniculi 1 a1l

E. hellem Butel et al. 2015
Gorilla g. gorilla E. cuniculi lall Sak et al. 2011, 2013

E. bieneusi gorilla 1-3, D Sak et al. 2013

E. hellem Butel et al. 2015
Pan troglodytes E. intestinalis Sak et al. 2011, Butel et al. 2015

E. blen.eu5|. EpbA, D,PigEBITS5 Sak et al. 2011

E. cuniculi l a1l

i E. hellem Butel et al. 2015

Pan paniscus -

E. cuniculi | Sak et al. 2011

1.1.8.3 Mikrosporidie u ¢lovéka

Doposud bylo u ¢lovéka popsano 16 druhli mikrosporidii, pficemz prevazny pocet infekci
je zpusoben druhy E. bieneusi, E. intestinalis, E. hellem a E. cuniculi; ostatni se vyskytuji
pouze ojedinéle (Tabulka 3).

Za vibec nejéastéjsi druh mikrosporidie infikujici ¢lovéka je povazovan E. bieneusi, ktery
predstavuje vice nez 90 % vSech zaznamenanych infekci (Guo et al. 2014). Pozorované
prevalence E. bieneusi v populaci se mezi sebou vyrazné lisi, a to v zavislosti na imunitnim
stavu danych jedinct a dalSich faktorech. Studie provadéné u AIDS pacientil pfed zahdjenim
CART (1989-1998) odhalily az 70% prevalenci E. bieneusi (Weiss et al. 2014). Vysoké
prevalence tohoto parazita byly rovnéZz zaznamenany v rozvojovych zemich, kde dosahuji az
70 % (Matos et al. 2012).

13



Tabulka 3: Pi‘ehled druhi mikrosporidii infikujicich ¢lovéka

Druh

Predilekéni lokalizace infekce

Anncaliia algerae (Vavra et Undeen 1970, Lowman et al.
2000) (syn. Nosema algerae Vavra et Undeen 1970; syn.

Brachiola algerae)

Anncaliia connori (Sprague 1974) Franzen, Nassonova,
Schoélmerich et Isis 2006 (syn. Brachiola connori Cali,

Weiss et Takvorian 2002; syn. Nosema connori)

Anncaliia vesicularum Franzen, Nassonova, Schdélmerich
et Issi 2006 (syn. Brachiola vesicularum Cali, Takvorian,
Lewin, Rendel, Sian, Bittner, Tanowitz, Keohane et Weiss

1998)

Encephalitozoon cuniculi Levaditi, Nicolau et Schoen

1923 (syn. Nosema cuniculi)

Encephalitozoon hellem Didier, Didier, Friedberg,
Stenson, Orenstein, Yee, Tio, Davis, Vosbrink et Shadduck

1991

Encephalitozoon intestinalis (Cali, Kotler, Orenstein 1993)

(syn. Septata intestinalis)

Enterocytozoon bieneusi Desportes, Le Charpentier,
Galian, Bernard, Cochand-Priollet, Laverne, Ravisse et

Modigliani 1985

Microsporidium africanum Canning et Lom 1986
Microsporidium ceylonensis Canning et Lom 1986

Microsporidium CU Suankratay, Thiansukhon,
Nilaratanakul, Putaporntip et Jongwutiwes 2012

Nosema ocularum Cali, Meisler, Lowder, Lembach, Ayers,
Takvorian, Rutherford, Longworth, McMahon et Bryan

1991

Pleistophora ronneafiei Cali et Takvorian 2003

Trachipleistophora anthropopthera Vavra, Yachnis,

Shadduck et Orenstein 1998

Trachipleistophora hominis Hollister, Canning, Weidner,

Field, Kench et Marriott 1996

Tubulinosema acridophagus (Henry 1967) Streett et Henry
1993 (syn. Nosema acridophagus)

Vittaforma corneae Silviera et Canning 1995 (syn. Nosema

corneum Shadduck et al. 1990)

oko, sval

systémoveé onemocnéni

sval

systémoveé onemocnéni

oko, systémové onemocnéni

tenké stfevo, systémové
onemocnéni

tenké stfevo, Zlu€ové cesty

oko
oko
sval

oko

sval

oko, systémova infekce
oko, sval

sval, systémova infekce

oko, mocCové cesty
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1.2 Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou jednobuné¢ni epicelularni paraziti, ktefi napadaji gastrointestinalni
a respiracni trakt vSech tfid obratlovcli vcetné Clovéka. Jsou rozSifeni celosvétove.
Kryptosporidie jsou jednou z nejCastéjSich pfi¢in prijmovych onemocnéni u c¢lovéka
et al. 2007, Checkley et al. 2015).

Nékteré druhy jsou velmi patogenni (C. parvum nebo C. hominis), zatimco infekce jinymi
druhy nezptisobuji ve vétsiné piipadi zadné projevy nemoci (C. andersoni) (Fayer a Xiao
2007). U imunokompetentnich jedinct jsou projevy mirnéjsi, u imunosuprimovanych mohou

zpusobit zadvazné zdravotni problémy nebo dokonce smrt.
1.2.1 Historie

Prvni zminka o kryptosporidiich pochazi z roku 1907, kdy Ernest Edward Tyzzer
pojmenoval prvoka nalezeného v zalude¢nim epitelu mysi jako Cryptosporidium muris
Tyzzer 1907. Vroce 1910 pak byla u tohoto parazita popsana vyvojova stadia
a Cryptosporidium byl uznan jako novy rod (Tyzzer 1910). O dva roky pozdé&ji byl v tenkém
stfevé mysi detekovan dalsi druh Cryptosporidium parvum, jehoz oocysty byly mensi nez
u C. muris (Tyzzer 1912). Jako tieti druh byl v roce 1955 identifikovan u krocant
Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955). V sedmdesatych letech pak byla publikovana
fada praci popisujicich kryptosporidiézu u riznych hostiteld: skotu, ovcei, prasat, koni,
krocanti, kralikli, opic, hadii a morcat. Témto organismim nebyl pfikladan medicinsky
vyznam az do roku 1976, kdy byly nezavisle na sob¢é publikovany dvé studie potvrzujici
vyskyt kryptosporidii u ¢lovéka (Meisel et al. 1976, Nime et al. 1976).

Od roku 1984 bylo zaznamenano ve svéteé vice nez 100 epidemii kryptosporidiozy: mezi
nejvetsi patii epidemie v Caroll Country, Georgia roku 1987 (13 tisic nakaZenych),
v Jackson Country, Oregon roku 1992 s 15 tisici nakazenymi a v Saitama Prefecture,
Japonsko vroce 1996 (8,7 tisic nakazenych). Nejznaméjsi vSak zUstava epidemie
kryptosporidiozy z roku 1993 ve mésté Milwaukee. Diky své nebyvalé zavaznosti byla
zevrubné popsana v tisku i ve védeckych pojednanich. Doslo k ndkaze 403 000 osob, 1 000
lidi bylo hospitalizovano a nejméné 100 ji podlehlo, vétSinou imunodeficitni jedinci (Smith
et Rose 1998).
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1.2.2 Taxonomie

Kryptosporidie (tfida Cryptosporidea) jsou jednobunécni paraziti fazeni do kmene
Apicomplexa, fiSe Alveolata. V rdmci kmene Apicomplexa byly kryptosporidie na zakladé
morfologickych podobnosti a podobnosti ve vyvojovém cyklu diive fazeny do skupiny
Eucoccidiorida (Levine 1984). Od kokcidii se vSak odliSuji fadou znaki, jako je naptiklad
jejich zvlastni epicelularni lokalizace v hostitelské buiice, pomérn¢ nizka hostitelska
specifita, rezistence k antimikrobidlnim 1ékiim nebo schopnost autoinfekce (Tzipori 1983).
Soucasné fylogenetické analyzy pak ptedpokladaji blizkou piibuznost kryptosporidii
sgregarinami (Carreno et al. 1999, Cavalier-Smith et al. 2014). Vramci rodu
Cryptosporidium v souc¢asné dobé rozeznavame 28 platnych druht (Tabulka 4) a vice nez
100 genotypu. Jejich identifikace je zalozena na morfologii vyvojovych stadii, genetickych
odliSnostech a hostitelské specificite.

Kryptosporidie mizeme rozliSit na dvé monofyletické linie s rozdilnou lokalizaci
vyvojového cyklu a morfologii oocyst. Prvni skupinu tvofi kryptosporidie napadajici stfevni
epitel. Jejich oocysty jsou kulaté a dosahuji velikosti okolo 5 pm. Druhym typem jsou

kryptosporidie infikujici zaludek hostitele. Jejich oocysty jsou ovalné a méti kolem 7 pm.
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Tabulka 4: Pirehled platnych druhi kryptosporidii

typicky
druh hostitel
C. andersoni Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead et Blagburn, 2000 skot*
C. baileyi Current, Upton et Haynes, 1986 driibez*
C. bovis Fayer, Santin et Xiao, 2005 skot
C. canis Fayer, Trout, Xiao, Morgan, Lai et Dubey, 2001 pes*
C. cuniculus Inman et Takeuchi, 1979 kralik*
C. erinacei Kvac¢, Hofmannova, Hlaskova, Kvétonova, Vitovec, McEvoy et Sak, . .
2014 jezek
C. fayeri Ryan, Power et Xiao, 2008 klokan*
C. felis Iseki, 1979 kocka*
C. fragile Jirkt, Valigurova, Koudela, K¥izek, Modry et Slapeta, 2008 obojzivelnici
C. galli Ryan, Xiao, Read, Sulaiman, Monis, Lal, Fayer et Pavlasek, 2003 ptaci
C. hominis Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijjawi, Sulaiman, Fayer, Thompson, ovek*
Olson, Lai et Xiao, 2002 clove
C. huwi Ryan, Paparini, Tong, Yang, Gibson-Kueh, O'Hara, Lymbery et Xiao,
2015 yby
C. macropodum Power et Ryan, 2008 klokan
C. meleagridis Slavin, 1955 Krocan*
C. molnari Alvarez-Pellitero et Sitja-Bobadilla, 2002 ryby
C. muris Tyzzer, 1907 hlodavci*
C. parvum Tyzzer, 1912 savci*
C. ryanae Fayer, Santin et Trout, 2008 skot*
C. rubeyi Li, Pereira, Larsen, Xiao, Phillips, Striby, McCowan et Atwill 2015  sysel
C. scrofarum Kvag, Kesttanova, Pinkova, Kvétonova, Kalinova, Wagnerova, *
Kotkova, Vitovec, Ditrich, McEvoy, Stenger et Sak, 2013 prase
C. serpentis Levine, 1980 plazi
C. suis Ryan, Monis, Enemark, Sulaiman, Samarasinghe, Read, Buddle, *
Robertson, Zhou, Thompson et Xiao, 2004 prase
C. tyzzeri Ren, Zhao, Zhang, Ning, Jian, Wang, Lv, Wang, Arrowood et Xiao, -
2012 mys
C. ubiquitum Fayer, Santin et Macarisin, 2010 koza, ovce*
C. varanii Pavlasek et Ryan, 2008 plazi
C. viatorum Elwin, Hadfield, Robinson, Rouch et Chalmes, 2012 Clovek*
C. wrairi Vetterling, Jervis, Merrill et Sprinz, 1971 morce*
C. xiaoi Fayer et Santin, 2009 ovce

*Druhy nalezené u ¢lovéka

1.2.3 Morfologie a vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni, sklada se z asexuélnich i sexualnich stadii.

Mizeme ho rozdélit na faze excystace, merogonie, gamogonie a Sporogonie. Jedinym

exogennim stadiem je oocysta, kterd je tvofena tuhou tiivrstvou sténou a zajist'uje Zivotnost

Ctyf sporozoitl.
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e Excystace

Endogenni faze zacina pozfenim nebo vdechnutim ocysty. Ta se nasledné dostava
do respira¢niho nebo traviciho traktu, kde dochazi k excystaci. Sutura, ktera je ve sténé
oocysty, praskd vlivem nizkého pH zaludku, pankreatickych enzymut a ZluCovych soli.
Oocysta je tak oteviena a Ctyfi sporozoiti ji mohou opustit, jsou volné pohyblivi a pronikaji
k cilovym bunkam — enterocytim. Vznikaji vyvojova stadia — trofozoiti, ktefi jsou
V hostitelskych bunkéach umisténi epicelularné (tj. intracelularné, ale extracytoplazmaticky)
v parazitoforni vakuole.

e Merogonie (asexualni déleni)

Nepohlavni déleni se nazyva merogonie (schizogonie). Pti d€leni jadra trofozoitl vznikaji
dva odlisné typy merontl. Meronti typu [ vytvéieji 6-8 merozoitl, které napadaji dalsi
enterocyty a vyvijeji se v dalsi meronty typu I nebo II. Meronti typu II vytvafeji Ctyfi
merozoity.

e Gamogonie (sexualni déleni)

Merozoiti typu II vstupuji do sexudlniho déleni a vytvareji gamonty, sam¢i mikrogamonty
a sami¢i makrogamonty. Z mikrogamontti vznikaji bic¢ikaté mikrogamety, které oplodiuji
makrogamety vzniklé z makrogamontii. Pouze oplozené makrogamety se mohou vyvinout
V Zygotu.

e Sporogonie

Zygota prochédzi sporogonii a vytvaii jeden ze dvou typl oocyst — tenkosténné
a tlustosténné. Tenkosténné oocysty (20 %) excystuji v téle hostitele a zpiisobuji autoinfekei.
Silnosténné oocysty (80 %) opoustéji télo hostitele s vykaly a mohou infikovat dalsi
hostitele. VyluCovani oocyst je intermitentni.

U cloveéka muze cely vyvojovy cyklus probehnout béhem 4 dni (DuPont et al. 2011).

1.2.4 Mechanismy prenosu infekce

Kryptosporidie se pienaseji fekalng-oralni cestou. Mezi nej€astéjs§i mechanismy pienosu
infekce patii pozieni kontaminované vody nebo potravy (Fayer et Xiao 2007). Hostitelé
mohou byt nakazeni také vdechnutim, pfimym kontaktem s postizenym jedincem nebo jeho
vykaly. Velikost infekéni davky zavisi na mnoha faktorech, nicméné bylo zaznamenano,

ze pouhych 10 oocyst dostacuje pro zptusobeni infekce u ¢lovéka (Chappell et al. 2006).
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e Prenos vodou

Pfenos vodou je povazovan za nejCastéjsi zpisob pirenosu kryptosporidii. Oocysty byly
nalezeny v odpadni, uzitkové, povrchové, moiské, rekreacni i pitné vod¢ (Fayer 2004).
vod v disledku zaplav a silnych destt (Bridgman et al. 1995, Yamamoto et al. 2000).
Oocysty jsou vysoce odolné viuci podminkdm vnéjSiho prostfedi, odoldvaji tak snadno
béznym upravam pitné vody jako je chlorovani. Spolehlivéj§im zptisobem jak inaktivovat
oocysty kryptosporidii je jejich ozonizace a tprava UV zafenim (Korich et al. 1990,
Betancourt et Rose 2004).

Schopnost ptezivat dlouhou dobu ve vodé¢ i pii nizkych teplotach byla opakované zjisténa
v mnoha experimentech — napiiklad oocysty C. parvum zistaly infekéni i po Sesti mésicich,
kdy byly uchovavany ve vodé pii teplotach 0, 5, 10, 15 a 20 °C a tfi mé&sice pii uchovavani
pfi teplotach 25 a 30 °C (Fayer 2004).

e Pi‘enos potravou

Mezi nejcastéjs$i zdroje ndkazy z potravy patii moiské plody, syrové ovoce a zelenina,
které snadno mohou pfijit do styku s kontaminovanou vodou a jsou také ¢asto konzumovany
bez dostatecné tepelné tipravy (Dawson 2005, Robertson et al. 2005).

e DalSi mozZné zpiisoby prenosu (primym kontaktem, zoonoticky prenos)

Hostitelé mohou byt rovnéz infikovani pfimym kontaktem s infikovanou osobou — ptenos
kryptosporidii byl pozorovan v rodinach, Skolkach, $kolach, v domech s pecovatelskou
sluzbou a v nemocnicich (Ribeiro et Palmer 1985, Hannah et Riordan 1988, Ortega et al.
2006). Vzhledem k tomu, Zze mnoho druht kryptosporidii se vyznacuje Sirokou hostitelskou
specifitou, mohou byt snadno pieneseny ze zvifete na clovéka. Zoonoticky pienos
byl zaznamenan v mnoha studiich (Pedraza-Diaz et al. 2000, Caccio et al. 2002, Mahdi et
Ali 2002, Preiser et al. 2003, Wang et al. 2014).

1.2.5 Patogenita a klinické priznaky

Klinické pfiznaky infekce jsou zavislé na tad€ faktorli, zejména na imunitnim stavu
hostitele a lokalizaci infekce. Hlavnim projevem kryptosporidiozy je silny vodnaty prijem,
ktery mize byt doprovazen abdomindlni bolesti, zvracenim, zvySenou teplotou a celkovou
slabosti (Current et Garcia 1991). Zatimco u imunokompetentnich jedinct probiha infekce

Casto bez piiznakil, u imunodeficientnich mize mit kryptosporidiéza velmi zavazny prubch
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a diseminovat do dalSich tkani — Zlu¢niku, slinivky, respira¢niho traktu nebo mocového
méchyie (Clavel 1996).

Kryptosporidiéza je Castd zejména u HIV pozitivnich jedincli, imunosuprimovanych
pacienti podstupujicich chemoterapii, pfijemct organa a kostni dfen¢, pacientl
na hemodialyze a osob vystavenych rizikovym sexualnim praktikam (Sreedharan et al. 1996,
Hunter et Nichols 2002, Turkcapar et al. 2002, Tappeh et al. 2006). Predpoklada se,
7e kryptosporidiéza souvisi také s podvyZzivou a poruchami rastu u déti v rozvojovych

zemich (Checkley et al. 2015).

1.2.6 Terapie

Na rozdil od mikrosporididozy neni 1é€ba kryptosporididozy pfili§ ¢inna a zaméfuje se
predevsim na lIéCbu symptomii. Mezi 1é¢iva, u kterych byl prokdzan Casteény efekt, patii
napiiklad paromycin, azitromycin, rifaximin a rifabutin (Checkley et al. 2015). Nejbézné;ji
pouzivanym lékem je nitazoxanid, jehoz G€innost se u imunokompetentnich osob pohybuje
kolem 56-96 % (Rossignol et al. 2001, 2006, Amadi et al. 2002). Neucinnym je vSak
pii 1écbé kryptosporididzy u HIV pozitivnich osob (Amadi et al. 2009).

U nehumannich primatd byla zaznamenana uspé$na lé¢ba kryptosporididzy pomoci
paromycinu, a to u dvou kosmanti bélovousych v chronické fazi infekce (Hahn et Capuano
2010).

1.2.7 Nejcastéjsi kryptosporidie u primati

Cryptosporidium parvum Tyzzer 1912 patii mezi kryptosporidie napadajici epitel
tlustého a tenkého stfeva. Cryptosporidium parvum se vyznaCuje nizkou hostitelskou
specifitou a je pravdépodobné infekéni pro vétsSinu druhti savet — doposud byl popsan u 150
druhid (Feng 2010). V devadesatych letech bylo pozorovano, ze lidé byvaji nejcastéji
nakazeni dvéma odlisnymi typy C. parvum. Tyto dvé morfologicky podobné kryptosporidie
byly nasledné rozliSeny jako dva samostatné druhy C. hominis (diive genotyp I — lidsky, take
oznacovan jako typ H), napadajici pievazné ¢lovéka a C. parvum (diive genotyp II —
bovinni, také oznacovan jako typ C). Cryptosporidium parvum ptedstavuje nejlépe
prozkoumany druh kryptosporidii a soucasné slouzi jako modelovy druh. Velikost jeho

oocyst dosahuje 5,0x4,5 um (Upton et Current 1985).
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Vyskytuje se zejména u prezvykavcu (skot, jeleni, kozy a ovce) a je infekéni zvlasté
pro neonatdlni zvirata. Hospodarskd zvifata predstavuji vyznamny rezervoar C. parvum
pro ¢loveéka (Xiao et al. 2004, Chako et al. 2010).

Na zakladé analyzy sekvence kodujici gp60 (60 kDa glykoprotein) se C. parvum d¢li
do 14 alelickych rodin (lla—llo) (Xiao 2010, Cui et al. 2014). Zatimco subtypy Ila a I1d byly
nalezeny u prezvykavcu i ¢lovéka a jsou tak povazovany za zoonotické, alelické rodiny Ilc
a lle maji zcela antroponoticky charakter. Ostatni alelické rodiny jsou nachazeny vzacné
(Cui et al. 2014).

Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijjawi, Sulaiman, Fayer,
Thompson, Olson, Lai et Xiao, 2002 je znam jako puvodce Kryptosporidiozy u lidi.
Na rozdil od C. parvum je C. hominis povazovano za neinfekéni pro mysi, krysy, ko¢ky, psy
a dobytek, pozdéji vSak byla experimentalné zjiSténa jeho infektivita pro telata, jehiata
a selata (Xiao et al. 2004, Giles et al. 2001).

Na zakladé analyzy sekvence kodujici gp60 se v ramci C. hominis rozliSuje 6 alelickych
rodin la, Ib, Id, le, If a Ig (Xiao 2010). VétSina epidemii kryptosporidiozy v USA a Evropé
je spojovana s C. hominis subtypem IbA10G2 (Xiao et al. 2009).

Oocysty C. hominis jsou morfologicky identické s C. parvum a jejich velikost dosahuje
5,0x4,5 um (Morgan-Ryan et al. 2002).

1.2.8 Kryptosporidie a kryptosporidiéoza primati
1.2.8.1 Kryptosporidie u opic a poloopic

Ptitomnost oocyst kryptosporidii byla popsana u mnoha opic a poloopic, predevSim
u jedincu zijicich v zajeti, pouze jedina préace popisuje nalez kryptosporidii u volné Zijicich
jedinct (Tabulka 5) (Parsons et al. 2015). Ve vétsin¢ piipadi se vSak jednd o pouhé urceni
rodu na zdklad¢ morfologickych znakii bez jejich bliz§iho zatazeni do druhu, genotypu nebo
subtypu (Heuschele et al. 1986, Russell et al. 1987, Miller et al. 1990, Muriuki et al. 1997,
1998, Hope et al. 2004, Leggese et Erko 2004). Pozdé&jsi studie vyuZzivajici metody
molekularni biologie pak popisuji pfitomnost celkem péti druhti kryptosporidii: C. hominis,
C. parvum, C. muris, C. felis a C. andersoni (Da Silva et al. 2003, Ekanayeke et al. 2007,
Hahn et Capuano 2010, Ye et al. 2012, Karim et al. 2014, Du et al. 2015).

Bylo pozorovano, ze vyskyt kryptosporidii u opic je obvykle vys$si nez u jinych divoce

cey

zijicich placentalti (Feng 2010). Moznym vysvétlenim je, Ze vétSina studii byva provadéna
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v narodnich parcich a ptirodnich rezervacich, kde je vétsi populacni hustota a opice piichazi
do styku s dobytkem a ¢lovékem (Feng 2010).

Nékaza kryptosporidiemi je také jedna z oportunnich infekci, ktera byla pozorovéna
u makakd (Macaca mulatta) po experimentalni ndkaze SIV (Kuhn et al. 1997, Kaup et al.
1998). Infekce byla zpisobena druhy C. parvum nebo C. hominis a u nékterych jedincu byla
kteti byli nakazeni

doprovazena prijmy. Jiné experimenty ukazuji, Ze jedinci,

v chronické fazi SIV (Singht et al. 2011). Ve stejné studii byl také pozorovan mirngjsi

pribéh kryptosporidiézy u jedinct, ktefi ji byli vystaveni v minulosti pfed nakazou SIV

(Singht et al. 2011).

Tabulka 5: Pi‘ehled vyskytu Cryptosporidium sp. u opic a poloopic

Hostitel Druh Reference
Strepsirrhini (poloopice)

Eulemur macaco C. parvum Gomez et al. 2000
Lemur catta C. parvum Gomez et al. 2000
Lemur variegatus C. parvum Gomez et al. 2000

Microcebus rufus
Nycticebus coucang
Nycticebus pygmaeus
Propithecus coquereli
Prolemur simus
Varecia variegata

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
C. parvum

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.

Haplorrhini (vyssi primati)
Catarrhini (opice staré¢ho svéta)

Cercocebus albigena
Cercocebus torquatus

Cercopithecus aethiops

Cercopithecus campbelli
Cercopithecus mona

Cercopithecus talapoin

Erythrocebus patas
Hylobates syndactylus
Macaca arctoides

Macaca fascicularis

Macaca mulatta

Macaca nemestrina

Cryptosporidium sp.
C. parvum
C. parvum
Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
C. parvum
Cryptosporidium sp.
C. parvum
Cryptosporidium sp.
C. muris

C. hominis, C. muris
C. hominis, C. muris
C. muris, C. felis, C. hominis
C. andersoni, C. muris

Cryptosporidium sp.
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Rasambainarivo et al. 2013
Karim et al. 2014

Gomez et al. 1992

Da Silva et al. 2003
Rasambainarivo et al. 2013
Heuschele et al. 1986

Gomez et al. 1992
Gomez et al. 2000
Gomez et al. 1992, 2000
Mbaya et Udendeye 2011
Muriuki et al. 1997, 1998
Leggese et Erko 2004
Gomez et al. 1992
Mbaya et Udendeye 2011
Gomez et al. 1992
Gomez et al. 2000
Gomez et al. 1992
Gomez et al. 2000

Lim et al. 2008

Dubey et al. 2002

Karim et al. 2014

Karim et al. 2014

Ye etal. 2012

Du et al. 2015

Russell et al. 1987

Miller et al. 1990



Hostitel

Druh

Reference

Macaca radiata

Macaca sinica

Macaca thibetana
Mandrillus leucophaeus
Semnopithecus entellus
Semnopithecus thersites
Trachypithecus vetulus
Trachypithecus francoisi

Papio anubis

Papio cynocephalus
Papio hamadryas

Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.

C. parvum
C. parvum

Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.

Platyrrhini (opice nového svéta)

Alouatta fusca
Ateles belzebuth
Ateles paniscus

Callithrix jacchus

Callithrix penicillata
Cebus apella
Saimiri boliviensis
Saimiri sciureus
Saguinus mystax
Saguinus oedipus
Pithecia pithecia

Cryptosporidium sp.

C. parvum

Cryptosporidium sp.

C. parvum

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.

C. parvum

Cryptosporidium sp.
Cryptosporidium sp.

C. parvum

Wilson et al. 1984
Lim et al. 2008
Ekanayake et al. 2007
Gomez et al. 2000
Gomez et al. 2000
Lim et al. 2008
Ekanayake et al. 2007
Ekanayake et al. 2007
Karim et al. 2014
Muriuki et al. 1998
Leggese et al. Erko 2004
Hope et al. 2004
Parsons et al. 2015
Miller et al. 1990
Venturini et al. 2006

de Carvalho Filho et al. 2006
Gomez et al. 1992, 2000
Venturini et al. 2006

Hahn et Capuano 2010

de Carvalho Filho et al. 2006
da Silva et al. 2008
Venturini et al. 2006
Venturini et al. 2006

Gomez et al. 2000

Gillespie et al. 2013
Heuschele et al. 1986
Gomez et al. 2000

1.2.8.2 Kryptosporidie u lidoopi

Ackoli bylo provedeno jen malo studii, které se zabyvaji vyskytem kryptosporidii
u lidoopt, nakaza timto parazitem byla popsana u vSech jejich zijicich druhu (Tabulka 6).

U goril horskych (Gorilla beringei beringei) byla detekovana pfitomnost C. parvum,
C. muris a C. meleagridis (Nizeyi et al. 1999, Graczyk et al. 2001, Sak et al. 2014).
V narodnim parku Bwindi v Ugandé¢ bylo zaznamenano, ze 11 ze 100 horskych goril
je nakazeno C. parvum genotypem 2, pti¢emz vice nakazenych goril (73 %) bylo v ¢astech
parku obydlenych lidmi (Nizeyi et al. 1999). V témze parku bylo stejnym genotypem
nakazeno 21 % clenl spravy parku, ale pouze 3 % nakaZenych mistnich obyvatel, ktefi
s gorilami nepfichazeli do styku (Nizeyi et al. 2002). Tyto vysledky ukazuji na mozZny
pienos infekce mezi gorilami a ¢lovékem. Moznost pienosu infekce mezi gorilou horskou

a Clovékem diskutuje také dalsi studie z narodniho parku ve Rwandé (Sak et al. 2014).
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V té byla zaznamenana infekce C. muris a C. meleagridis u goril habituovanych za t¢elem
vyzkumu.

U goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla) byla popsana ptitomnost C. bovis
a C. cuniculus (van Zijll Langhout et al. 2010, Sak et al. 2013, Butel et al. 2015). Prvni nalez
kryptosporidii u goril niZinnych pochazi z narodnich parki Lopé a Moukalaba-Doudou
v Gabonu, nakaza zde byla pozorovana pouze ve skupiné jedincd, ktefi byli v Uzkém
kontaktu s ¢lovékem (van Zijll Langhout et al. 2010). Dalsi prace dokumentuje pifitomnost
C. bovis u habituované gorily ve Stiedoafrické republice (Sak et al. 2013). Nedavna studie
pak zaznamenala infekci C. cuniculus u dvou divoce zijicich jedincti v Kamerunu (Butel
et al. 2015).

U simpanze ucenlivého (Pan troglodytes) byla detekovana nédkaza C. cuniculus,
C. ubiquitum, C. suis a C. hominis (Butel et al. 2015, Parsons et al. 2015). Kryptosporidie
byly u Simpanzii poprvé pozorovany v malajské zoologické zahradé¢ (Lim et al. 2008). Studie
z Tanzanie ukazala téméer 9% prevalenci kryptosporidii z 406 vzorkl, pficemz cCastéjsi
vyskyt paraziti byl pozorovan béhem obdobi desti (Gonzales-Moreno et al. 2013). Jina
prace z Tanzanie predpoklada introdukci kryptosporidii z domestikovanych zvifat
do populace divokych Simpanzt (Parsons et al. 2014). Navazujici studie stejného autora dale
poukazuje na mozny pienos infekce mezi mistnim obyvatelstvem, dobytkem a volné Zijicimi
primaty (Parsons et al. 2015). U lidi i primati byla zjisténa ptitomnost stejného subtypu
C. hominis IfA12G2. Dokumentovana byla i infekce C. suis, ktera mohla byt na Simpanze

cey

pfenesena ze sympatricky zijicich divokych prasat. Prace Butela s kolektivem zkoumala
koinfekce SIV a Cryptosporidium sp. u divoce Zijicich primata (Butel et al. 2015). Ackoli
zde nebyla pozorovana zaddna zavislost, u Simpanzli byla nové popsana infekce druhy
C. cuniculus a C. ubiquitum. U Simpanzti bonobo (Pan paniscus) byl popsan rod
Cryptosporidium na zakladé¢ morfologie u mladého jedince Zijiciho v argentinské zoologické
zahradé (Venturini et al. 2000).

U orangutanu byly kryptosporidie popsany pouze na zakladé morfologie, a to u divokého

orangutana sumaterského (Pongo abelii) a orangutana bornejského zijiciho v zajeti (Pongo

pygmaeus) (Foitova et al. 2005, Lim et al. 2008).
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Tabulka 6: Piehled popsanych druhu kryptosporidii u lidoopt

Hostitel Druh/genotyp Reference

C. parvum Nizeyi et al. 1999, Graczyk et al. 2001
Gorilla b. beringei C. meIe:agrldls Sak et al. 2014

C. muris

Cryptosporidium sp.  van Zillj Langhout et al. 2010
Gorilla g. gorilla C. bovis Sak et al. 2013

C. cuniculus Butel et al. 2015

Lim et al. 2008, Parsons et al. 2014,

Cryptosporidium sp. - =0~ -les-Moreno et al, 2012

C. cuniculus
Pan troglodytes C. ubiguitum Butel et al. 2015

C. suis

C. hominis [fA12G2 Parsons et al. 2015
Pan paniscus Cryptosporidium sp. ~ Venturini et al. 2006
Pongo abelii Cryptosporidium sp.  Foitové et al. 2005
Pongo pygmaeus Cryptosporidiumsp.  Lim et al. 2008

1.2.8.2 Kryptosporidie u ¢lovéka

Lidska kryptosporidioza je zplisobena piedev§im druhy C. parvum a C. hominis, které
jsou zodpovédné za vice nez 90 % vSech infekci (Xiao et Ryan 2004). U téchto dvou druhti
je patrnd proménlivost v zem&pisném rozsifeni. Zatimco ve Velké Britanii a na Novém
Zélandu je C. parvum u ¢lovéka zodpoveédné za vice infekci nez C. hominis, C. hominis
zpusobuje vice infekci v USA, Australii a mnoha rozvojovych zemich (Adamu et al. 2010).

U clovéka byly nalezeny i dalSi druhy kryptosporidii (Tabulka 4) a fada genotypt:
Cryptosporidium skunk, horse a rabbit genotyp (Robinson et Chalmers 2008), chipmunk |
(Feltus et al. 2006) a deer genotyp (Jellison et al. 1999).

Pozorované prevalence kryptosporididzy u lidi se 1i§i v zavislosti na fad¢ faktort.
v rozvinutych zemich a 5-10% prevalenci u obyvatelstva v rozvojovych zemich, soucasné
studie zalozené na PCR a detekci antigent piedpokladaji prevalence vyssi (Checkley et al.
2015). Kryptosporidie jsou nachdzeny az u 15-25 % déti s prijmy (Checkley et al. 2015).
U HIV o0sob s prijmovymi onemocnénimi se prevalence pohybuje kolem 34 % (Hunter et
Nichols 2002).
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1.3 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis (Lambl, 1859) Allexeieff 1914 je jednobuné¢ny bicikaty parazit,
ktery napadéd stfevni lumen obratlovci vcetné Clovéka. Patii celosvétové k nejcastéjSim

pfi¢inam prijmovych onemocnéni (Adam 2001).
1.3.1 Historie

Giardie byly poprvé pozorovany v roce 1681 Antoniem van Leeuwenhoekem, ktery
je v dopisu Britské kralovské védecké spolecnosti popsal jako ,,animacules®, mala pohybliva
zvitatka, kterd na zaklad¢ jeho popisu byla pozdéji uréena jako giardie (Dobell 1920).
O bezmala 200 let pozdéji tento organismus podrobnéji popsal Alfred Giard a Cesky lékar
Vilém Dusan Lambl, ktery ho pojmenoval Cercomonas intestinalis (Lambl 1859). V roce
1888 francouzsky lékat Raphael Blanchard zménil nazev tohoto bicikovce na pocest jeho
objevitele na Lamblia intestinalis (Blanchard 1888). Pozd&ji vSak byla uznana priorita
rodového nadzvu Giardia, ktery pouzil némecky védéc Kiinstler pfi popisu bicikovce
nalezeného ve stfevé zab o n¢kolik let diive pied Blanchardem (Alexeieff 1914).

Nyni je za spravny nazev povazovan Giardia intestinalis (Lambl 1859) Allexeieff 1914
se synonymy: Cercomonas intestinalis Lambl 1859; Dicercomonas muris Lambl 1859
(Grassi 1881); Hexamita duodenalis Lambl 1859 (Davaine 1875); Giardia duodenalis
Davaine 1875 (Deschiens 1921) a Giardia lamblia Stiules 1921.

1.3.2 Taxonomie

V soucasnosti je rod Giardia spole¢né s rodem Octomitus fazen do skupiny Giardiinae
v rdmci skupiny Diplomonadida, pro kterou je typické zdvojeni karyomastigotu (komplex
jadra, kinetosomt biCikli a cytoskeletarnich tutvarti). Diplomonadida patifi do skupiny
Metamonada, ktera je soucasti fise Excavata (Adl et al. 2005).

V ramci rodu Giardia se na zakladé morfologickych a molekularnich znakt rozliSuje
6 druhd, které jsou rovnéz charakterizované svym hostitelskym spektrem: G. agilis Kiinstler,
1882 byla pozorovana u obojzivelniku, G. ardeae Noller 1920 a G. psittaci Erlandsen
et Bremrick 1987 byly nalezeny u ptakt, G. muris Grossi 1879 u mysi, G. microti Kofoid
et Christiansen 1915 u hrabost a G. intestinalis (Lambl 1859) Allexeieff 1914, ktery byl

pozorovan u mnoha druht savct.
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Zastupci druhu G. intestinalis jsou dé¢leni podle genetickych odliSnosti a hostitelské
specifity do osmi taxonomickych skupin — asamblazi (genotypti) oznacovanych A-H. Né¢kdy
je G. intestinalis povazovan za komplex druhii a jednotlivé asamblaze ozna¢ovany vlastnimi
druhovymi nazvy (Monis et al. 2009) (Tabulka 7). V ramci asamblazi jsou dale rozliSovany
subtypy, a to na zakladé multilokusovych analyz gent pro gdh (glutamat-dehydrogenazu),

tpi (triosafosfat isomerazu), elongacni faktor 1-a (EF 1-a) a bg (B-giardin).

Tabulka 7: Pir‘ehled asamblazi Giardia intestinalis a jejich hostitela

Asamblaz Hostitelé Nazev
A primati véetné ¢loveka, dobytek, psi, koc¢ky a nékteti savei  G. duodenalis
B primati véetné ¢loveéka, psi, koCky a nektefi savci G. enterica
C+D psovité Selmy G. canis
E dobytek G. bovis
F kocky G. cati
G krysy G. simondi
H ploutvonoZci —

1.3.3 Morfologie a vyvojovy cyklus

Zivotni cyklus giardii je pfimy a zahrnuje dvé morfologicky odlisna vyvojové stadia:
bic¢ikatého trofozoita a cystu. Infekéni cysta je poziena s vodou nebo potravou a po prichodu
kyselym prostiedim zaludku dochazi k excystaci — v duodenu jsou uvolnéni pohyblivi
trofozoiti, kteti pfedstavuji patogenni stadia. Trofozoiti se déli v proximalni ¢asti tenkého
stteva binarnim délenim a adheruji pomoci ptisavného disku k povrchu enterocyti. Nékdy
muze dochazet k sifeni bi¢ikovet do zlucovodu a Zluéniku. Do tkéni nepronikaji. Nasledné
se stfevnim obsahem odchazi do distalni Casti tenkého stfeva a do stfeva tlustého, kde
dochazi k tvorbé cyst (encystaci). Infekéni cysty jsou vyluovany s vykaly do prostiedi.

Trofozoiti maji tvar hrusky, jsou dorzoventralné zplostéli a dosahuji velikosti pfiblizné
12—-15 pm na délku, 5-9 um na $itku a 1-2 pm na vysku (Adam 2001). Jsou opatieni ¢tyfmi
pary bic¢ikli (anterolateralni, posterolateralni, kaudalni a ventralni péar) a ventralnim
adhezivnim diskem, ktery umoziiuje reverzibilni pfichyceni Kk povrchu epitelu stieva.
Pfi d€leni je ventralni disk dezintegrovan a tvofen znova v dcefinych buiikach. Typickou
strukturu pro rod Giardia ptedstavuji dvé medianni téliska, ktera slouzi jako zasobarna
mikrotubuld pro adhezivni disk v novych buiikach. Giardie postradaji n¢které pro eukaryota
charakteristické organely jako peroxizomy nebo typicky Golgiho aparat. Jejich mitochondrie

jsou redukovany v mitosomy.
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Cysty jsou elipsového tvaru a jejich velikost se pohybuje okolo 8-12 um (Adam 2001).
Pro mladeé cysty jsou typicka 2 jadra, zralé cysty jsou ¢tyijaderné.

1.3.4 Mechanismy prenosu infekce

Cysty giardii jsou pfenaseny fekalné-oralni cestou, a to pifimym kontaktem s infikovanym
jedincem nebo pozienim kontaminované vody ¢i potravy. Infekéni davka je nizka
a u cloveka jiz 10 cyst staci k vyvolani infekce (Rendtorff 1954). Oproti tomu nakaZena
osoba miZze vylutovat do prostiedi velké mnozstvi cyst: az 10°~10"° denné po dobu n&kolika
meésict (Escobedo et al. 2010).

e Pienos vodou

Ptenos vodou patii mezi nejcastéjsi mechanismy pienosu cyst giardii. K tomuto pienosu
vyznamné prispiva nedostatecna filtrace pitné vody a jeji kontaminace vykaly dobytka nebo
prosakovanim odpadnich vod (Plutzer et al. 2010). Chlorace vody, ktera ptedstavuje G¢innou
ochranu proti vétSing virt a bakterii, neni proti cystdm giardii piili§ efektivni (Khalifa et al.
2001). Pfenos cyst usnadnuje také jejich schopnost piezivat dlouhou dobu ve studené vodé
a vlhkém prostfedi (deRegnier et al. 1989). O jejich odolnosti svédci studie Ericksona
a Ortegové, kteti uvadi, ze cysty zlstaly infekéni v chlorované vodé po dobu 56 dni
pti teplotach od 0 °C do 4 °C a 14 dni pfi teplotach od 20 °C do 28 °C. V neupravené vodé
odebrané z feky byly cysty infekéni 84 dni pifi teplotich od 0 °C do 4 °C a 28 dni
pfi teplotach od 20 do 28 °C. V moiské vodé bylo zaznamenano jejich piezivani po dobu
vice nez 65 dni pti teploté 4 °C (Erickson et Ortega 2006). Pozorovana byla take citlivost
cyst k n¢kterym dezinfekénim prostiedktim, vyschnuti, ozonizaci a UV zafeni (Karanis et al.
1992, Khalifa et al. 2001).

e Pienos potravou

Nékaza potravou je mén¢ Castd, dochdzi k ni obvykle pozienim syrové zeleniny nebo
ovoce, které pfislo do styku s kontaminovanou vodou (Escobedo et al. 2010). Dalsi mozny
zdroj ndkazy piedstavuje také konzumace syrovych moiskych plodi (Roberstson et al. 2007,
Goméz-Couso et al. 2004).

e Zoonoticky prenos

Ackoli je giardiéza povazovana spiSe za antropondzu, muze dochazet i k zoonotickému
prenosu (Hunter et Thompson 2004). Zoonoticky potencial je pfisuzovan asamblazi A, méné
asamblazi B (Thompson 2000), které jsou b&zné piitomné u dobytka (koz, prasat, ovci
al. 2010). Asamblaze A a B maji nizkou hostitelskou specifitu a jsou schopny infikovat
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Cloveka a dalsi savce (Feng et Xiao 2011). V ramci asamblaze A jsou nejcastéji detekovany
subtypy Al a AIl (Xiao et Fayer 2008). Subtyp Al je nachdzen vétSinou u zvitat, zatimco
subtyp II je detekovan predevsim u lidi (Xiao et Fayer 2008). U asambldze B byly u ¢lovéka
nalezeny subtypy BIII a BIV a to ptiblizn¢ se stejnou frekvenci (Sprong et al. 2009).
e dalSi zptsoby prenosu
V nedavné dobé byly rovnéz zaznamenany piipady prenosu giardii prostfednictvim

sexudlnich praktik spocivajicich ve fekalné-oralnim kontaktu (Escobedo et al. 2014).
1.3.5 Patogenita a klinické priznaky

Pribéh giardidzy je Casto asymptomaticky, mlze se vSak objevit Siroké spektrum
piiznaki jako jsou kiece v epigastriu a hypochondriu, nausea, akutni nebo chronické prijmy,
nadymani nebo zvraceni (Gardner et Hill 2001). Inkubacni doba giardiézy je 1 az 3 tydny
(Kulda et Nohynkovéa 1996).

Po piisati trofozoita zlstava povrch stieva naruSen, coz vede k postupné mechanické
deformaci stfevnich klkt a stim spojenymi poruchami vstiebavani Zzivin. Vznika tak
pro giardidzu typickad steatorea — stolice s vysokym obsahem tukd. Malabsorpce tuki,
laktozy, vitamind A a Bi, miZe vést u déti k poruchdm rastu a celkovému neprospivani

(Gardner et Hill 2001).

1.3.6 Terapie

V soucasnosti pro lécbu giardidzy existuje mnoho IéCiv, nejCastéji jsou pouzivany
derivaty nitroimidazolu (pfedev§im metronidazol a tinidazol) a nitazoxanid (Escobedo et al.
2010). V ngkterych piipadech je doporuceno uzivani quinacrinu, furazolidonu nebo

paromycinu.
1.3.7 Giardie a giardiéza u primatu
1.3.7.1 Giardie u opic a poloopic

Izolaty, které byly nalezeny u opic a poloopic, spadaji do asamblazi A a B (Tabulka 8).
U opic byla ve dvou studiich nalezena také asambldz E, kterd je typickd pro dobytek
(Johnston et al. 2010, Du et al. 2015).
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Tabulka 8: Pirehled asamblazi a subtypu giardii pozorovanych u opic a poloopic

Hostitel Asamblaz Reference

Strepsirrhini (poloopice)

Eulemur fulvus B Martinek-Diaz et al. 2011
Eulemur rubriventer A Martinek-Diaz et al. 2011
Eulemur rufus A Martinek-Diaz et al. 2011
Hapalemur aureus A Martinek-Diaz et al. 2011

A, BIV Levecke et al. 2009
Lemur catta BIV Berrilli et al. 2011

B Beck et al. 2011 Martinek-Diaz et al. 2011
Variecia rubra A Martinek-Diaz et al. 2011
Haplorrhini (vyssi primati)
Catarrhini (opice starého svéta)
Cercocebus atys A B Martinek-Diaz et al. 2011
Cercopithecus sp. B Lebbad et al. 2010
Cercopithecus hamlyni A Martinek-Diaz et al. 2011
Colobus tereza BIV Levecke et al. 2009
Hylobates lar B Beck et al. 2011
Macaca assamensis BIV-1 Karim et al. 2014
Macaca fascicularis B Karim et al. 2014
Macaca fuscata B Itag_aki et al. 2005

BIV-3, BIV-6 Karimetal. 2014

BII-BVII Yeetal. 2012
Macaca mulatta BIV-2-BIV-1 Karimetal. 2014

E Du et al. 2015
Mandrillus leucophaeus A Martinek-Diaz et al. 2011
Mandrillus sfinx BIV Levecke et al. 2009
Trachypithecus auratus BIV Levecke et al. 2009
Papio anubis BIV-2 Karim et al. 2014
Presbytis leucocephalus B Karim et al. 2014

Procolobus badius tephrosceles  BlIl, BIV,E  Duetal. 2015
Platyrrhini (opice nového svéta)

Ateles fusciceps A, BIV Levecke et al. 2009
Cebuella pygmea B Lebbad et al. 2010
Saguinus oidipus B Lebbad et al. 2010
Saimiri boliviensis Al, BIV Levecke et al. 2009
Saimiri sciureus E Johnston et al. 2010
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1.3.7.2 Giardie u lidoopt

Ptitomnost cyst giardii byla popsdna u lidoopli vétSinou na zakladé morfologie bez
rozdéleni do asamblazi a genotypii: u gorily nizinné (Gorilla gorilla gorilla) (Levecke et al.
2007, Gillespie et al. 2009, van Zijll Langhout et al. 2010), gorily horské (Gorilla beringei
beringei) (Nizeyi et al. 1999, Sleeman et al. 2000, Nizeyi et al. 2002), Simpanze u¢enlivého
(Pan troglodytes) (Peisert et al. 1983, S& et al. 2013), orangutana sumaterskeho (Pongo
abelii) a orangutana bornejského (Pongo pygmeus) (Labes et al. 2009).

Pouze v nckolika pracich autofi uvadi bliz§i zafazeni do asambldze s pouzitim
molekularnich metod, vétSinou u jedinct Zijicich v zajeti. Nalezené giardie u lidoopt spadaji
do asamblazi A a B. U gorily niZinné byla ve dvou studiich nalezena asamblaz All
(Martinek-Diaz et al. 2011, Sak et al. 2013), u gorily horské asamblaze A, BIIl a BIV
(Graczyk et al. 2002, Hogan et al. 2014) a u Simpanze ucenlivého asamblaze A, B, BIII
a BIV (Levecke et al. 2009, Beck et al. 2011, Martinek-Diaz et al. 2011, Debenham et al.
2015). VSechny zjisténé subtypy (AllL, BIII, BIV) jsou bézné nachizeny u clovéka a jsou

povazovany za zoonotické.

1.3.7.2 Giardie u ¢lovéka

Stejné jako u vétSiny ostatnich primat byly u ¢lovéka zjistény asamblaze A (pfedevsim
subtyp AIl, mén¢ ¢asto subtyp Al) a B (subtypy BIII a BIV) (Sprong et al. 2009).

Pozorovana prevalence giardii u €lovéka dosahuje 2 % u dospélych a 6-8 % u déti
V rozvinutych zemich, a téméf 33 % u obyvatelstva v rozvojovych zemich (Escobedo et al.
2007, 2010). Cast&jsi vyskyt giardiézy byl zaznamenan v tropech a v oblastech s niz§im
hygienickym standardem (Thompson 2000, Adam 2001). Je odhadovano, Ze pfiblizn€¢ 200
miliont lidi v Asii, Africe a Latinské Americe ma symptomatickou formu infekce a kazdy

rok je zaznamenano 0,5 milionu novych ptipada (Yason et Rivera 2007).

1.4 Orangutani

1.4.1 Systematické zarazeni, rozSireni a ekologie rodu orangutan

Na zékladé¢ morfologickych, behavioralnich a genetickych znakil rozliSujeme v ramci
rodu orangutan dva druhy: orangutan sumatersky (Pongo abelii Lesson, 1877) a orangutan
bornejsky (Pongo pygmaeus Linnaeus, 1760). Tyto dva druhy tvofi skupinu Ponginae, ktera
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predstavuje bazalni vétev ¢eledi Hominidae (Locke et al. 2011). Orangutan bornejsky se dale
déli do tfi poddruht:

Pongo pygmaeus pygmaeus Linnaeus 1760

Pongo pygmaues wurmbii Tiedemann 1808

Pongo pygmaeus morio Owen 1837

Orangutan je jedinym lidoopem Zzijicim mimo Afriku. Zatimco v pleistocénu se
vyskytoval v celé jihovychodni Asii (na Javé, Sumatfe a Borneu, ve Vietnamu,
v subtropickych oblastech jizni Ciny a v Barmé) (Jablonski 1998, Delgado et van Schaik
2000, Warren et al. 2001, Wich et al. 2008). Jeho dnesni populace je omezena na nékolik
vzajemné izolovanych tizemi tropického destného lesa Bornea a severni Sumatry (Delgado
et van Schaik 2000, Wich et al. 2008) (Obréazek 2). V porovnani s historickymi (daji tak
pfedstavuje soucasna distribuce orangutana méné nez 5 % jeho plvodniho rozsifeni
(Goossens et al. 2006, Meijaard et al. 2010). Tento stav je zapti¢inén mnoha ekologickymi
a antropogennimi faktory (Delgado et van Schaik 2000, Wich et al. 2008). Ve svrchnim
pleistocénu méla na populaci orangutana zasadni vliv zména klimatu, kterd zptsobila posun
jeho populace mél také lov — orangutan jako velké a pomalé zvife pfedstavuje snadnou
kofist, byl tudiz v mistech aktivniho lovu postupné zcela vyhuben (Meijaard et al. 2010).
Jeho refugia ptedstavuji pro ¢lovéka malo dostupné bazinné lesy (Delgado et van Schaik
2000). K drastickému snizeni jeho poc¢ti doslo zejména v poslednich dvou staletich
v souvislosti s naristem lidské populace a rozsahlou tézbou dieva (Goossens et al. 2006).
V soucasné dobé€ je orangutan ohrozovan predevSim zakladanim plantdZi olejové palmy,
pfirozen¢ho biotopu (Goossens et al. 2006, Meijaard et Wich 2007, Marshall et al. 2008,
Wich et al. 2008, Meijaard et al. 2010). Néasledkem téchto procest je orangutan sumatersky
na Cerveném seznamu ohrozenych druhii TUCN klasifikovan jako kriticky ohrozeny
a orangutan bornejsky jako ohrozeny (IUCN, 2014).

Orangutan sumatersky (Pongo abelii) je endemicky druh severni ¢asti ostrova Sumatra —
vyskytuje se v Indonéskych provinciich Aceh a Sumatra Utara (Severni Sumatra). Wich
a kolektiv (2008) udavaji, ze od roku 1900 doslo k poklesu populace orangutana
sumaterského o 92 %. Velikost jeho soucasné populace je odhadovana na 6 624 jedinci
(Wich et al. 2008, Nater et al. 2012). Tato populace je rozdélena na dil¢i izolované
subpopulace a pouze €ast z nich ma potifebnych 250 jedinci, kteti postacuji k tomu, aby

populace byla povazovana za dlouhodobé zivotaschopnou (Wich et al. 2008). Subpopulace
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jsou rozdélené jak geografickymi bariérami — pohofim Barisan a fekou Alas, tak
antropogennimi bariérami — vykacenymi oblastmi lesa, plantdZzemi a cestami (Delgado et van
Schaik 2000). Vétsina sumaterskych orangutanti zije v okrajovych ¢astech hornaté oblasti

Leuser Ecosystem. Mimo Leuser Ecosystem se divoci orangutani nachazi v Batang Togu,

........

Obrazek 2: Mapa rozSifeni orangutana sumaterského (Pongo abelii) (zpracovano podle
Wich et al. 2008).
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Orangutan bornejsky (Pongo pygmaeus) je pocetnéj$i nez orangutan sumatersky
a velikost jeho populace je asi 54 000 jedincti (Wich et al. 2008) (Obrazek 3). Vyskytuje se
roztrousené na ostrové Borneo, na némz bylo zmapovano celkem 306 oblasti jeho vyskytu

(Wich et al. 2008). Nejpocetnéjsi poddruh, Pongo p. wurmbii (velikost populace 35 000
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jedinctl), se vyskytuje predevsim v jihozapadnim a stfednim Kalimantanu (Wich et al. 2008,
Warren et al. 2001). Dalsi poddruh, Pongo p. morio, pfeziva v nékolika mensich populacich
v provincii Vychodni Kalimantan (asi 4 800 jedincti) a ve vétSich poctech v malajském staté
Sabah (asi 11 000 jedincti) (Wich et al. 2008). NejohrozenéjsSim poddruhem je Pongo p.
pygmaeus (piiblizné 3 000 jedinci), ktery obyva severozapadni Borneo a vyskytuje se také
na uzemi malajského statu Sawarak (Wich et al. 2008).

Obrazek 3: Mapa rozsiieni orangutana bornejského (Pongo pygmaeus) (zpracovano
podle Wich et al. 2008, Meijaard et al. 2010).
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Primérna délka zivota u divokych orangutand ¢ini 45 let. Samice orangutana pohlavné
dospiva v 11 az 15 letech, v zajeti to byva uz kolem sedmého roku (Knott 1999). Divoci
samci dospivaji mezi 10 a 15 lety, v zajeti v 8 az 10 letech (Knott 1999, Delgado et van
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Schaik 2000). Orangutani se vyznacuji velmi nizkym reproduk¢énim potencidlem, ktery je
odpovida pouze 4-5 potomkum za zivot (Delgado et van Schaik 2000, Wich et al. 2004).
Samice je brezi 9 mésicti. U dospélych samct se vyskytuji dvé morfologické formy: adultni
a subadultni. Adultni samci dosahuji az dvojnasobné hmotnosti nez samice (pramérné 86,3
kg) a jsou u nich snadno odliSitelné sekundarni pohlavni rysy, jako jsou kozni zahyby
na licich, hrtanovy vak, dlouh& husta srst a vydavani ,,long call“ — dlouhého tahlého volani
(Knott 1999, Delgado et van Schaik 2000).

Naprostou vétSinu Casu travi orangutan na stromech; jedna se o nejvétSiho arboredlniho
zivocicha vibec (Rijksen 1978, Delgado et van Schaik 2000). V korunach stromu si také
kazdy vecer stavi nova hnizda z vétvi (Rijksen 1978). Lesnimu porostu je také prizptisoben
jejich pohybovy aparat, ve vétvich vyuzivaji brachiaci (zavéSovani za ptedni koncetiny)
abipedii, po zemi se pohybuji kvadrupedné. Orangutani Z7iji pfevdzné samotaiskym
zptisobem zivota, mira tohoto chovani vSak zdvisi na dostupnosti potravy a lisi se mezi
jednotlivymi lokalitami. Pevna vazba se vytvaii pouze mezi matkou a mladétem.
Na zéakladé né€kolika studii bylo zjisténo, ze orangutani pramérné travi 43 % casu krmenim,
41,5 % casu odpocivanim, 13,5 % cCasu cestovanim a pouze 2 % jinymi aktivitami jako je
stavéni hnizd nebo pateni (Knott 1999, Delgado et van Schaik 2000).

Orangutani jsou primarn¢ frugivorni. Nejvice preferuji fiky, durian a jiné ovoce s tenkou
Slupkou (Knott 1999). V dobé nedostupnosti ovoce ho nahrazuji listim, ktrou, kvéty,
vyhonky a dal§imi ¢astmi rostlin (Delgado et van Schaik 2000). Soucast jejich potravy také
tvoii bezobratli zivoéichové (napf. mravenci, termiti, cvréci a vcely), med, houby, pida
aptaci vejce (Russon et al. 2009). Pouze vyjimecné byla zaznamenina konzumace
obratlovcti — v Ketambe a Suaq Balimbing byla pozorovana predace outlon¢ (Nycticebus
coucang) orangutanem sumaterskym (van Schaik et al. 2009, Hardus et al. 2012).
U divokého orangutana bornejského byla popsana konzumace mrsiny gibona (Hylobates
lar), mrSiny veverky (Sundasciurus hippurus) (Sugardjito et Nurhuda 1981) a predace krysy
(Knott et al. 1999). Zaznamenany byly také dva piipady kanibalismu u samic orangutana

bornejského, které sezraly své uhynulé mlade (Dellatore et al. 2009).
1.4.2 Paraziti gastrointestinalniho traktu orangutanu

U orangutant byla v porovnani s ostatnimi lidoopy zaznamendna chudsi parazitofauna,
coz je pravdépodobné zplisobeno nejen obecné nizsi prostudovanosti téchto primatt, ale také
jejich odlisnou ekologii (Mul et al. 2007, Labes et al. 2010). Zatimco Simpanzi a gorily Ziji
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v tlupach a vétSinu Casu travi na zemi, orangutani se vyznacuji samotaiskym zpiisobem
zivota v korunéach stromt, ktery tak mize pfispivat k nesnadnému Sifeni parazitli v jejich
populaci (Foitova et al. 2009, Labes et al. 2010). Piehled vSech druhli paraziti
gastrointestinalniho traktu, které byly doposud nalezeny u orangutant, je uveden v tabulce 9.

Prvni studii zabyvajici se parazity u volné Zijicich zvirat, byla diserta¢ni prace Rijksena,
ktery v ramci svého vyzkumu ekologie sumaterskych orangutanii v oblasti Ketambe vySetfil
20 jedinca (1978). Nejcastéji byli nachazeni paraziti Trichuris trichura, Enterobius buckleyi
a Abbreviata caucasica. V témze roce byla vydana zprava o stfevnich parazitech
sumaterskych a bornejskych orangutanti ve studiit NAMRL (Naval Aerospace Medical
Research Laboratory), kterd kromé jedincti ze zoologickych zahrad zkoumala i 43 divokych
orangutani z narodniho parku Tanjung Puting (Stafford et al. 1979). Jina prace se
zamétfovala na jedince v riizném stupni habituace (Collet et al. 1986). Vysetieni byli
re-introdukovani jedinci z oblasti Tanjung Puting (Borneo), Bukit Lawang (Sumatra) a
divoci orangutani z Ketambe (Sumatra). Nejvétsi prevalence byla pozorovana u Balantidium
coli a rodu Strongyloides. Jina zprava o gastrointestinalnich parazitech u rtznych skupin
orangutanii byla vydana v roce 1998 vyzkumnym tymem LIPI (Indonesian Institute of
Science). Nejvyssi prevalence byla zjisténa u hlistice Strongyloides sp. a protist Entamoeba
coli a Balantidium coli (Djojoasmoro et Purnomo 1998). Dalsi studii pfedstavuje disertacni
prace Foitové, ktera vySetfila 24 divokych a re-introdukovanach jedincti ze Sumatry z oblasti
Bukit Lawang (Foitovd 2002). V této praci byla nejcastéji pozorovana nakaza parazity
B. coli, Strongyloides sp. a Oesophagostomum sp. Divokymi a re-introdukovanymi jedinci
ze Sumatry se zabyvala 1 studie Orangutan Health Project (OHP) zamétfend piedevsSim
na protista (Foitova 2005). Kromé& Chilomastix mesnili a Endolimax nana zde byl
U orangutand poprvé popsan rod Cryptosporidium. Vyzkumem bornejskych orangutanti se
zabyval Kuze s kolektivem, jenz vysettil 25 jedinct (Pongo pygmaeus morio) v Dahum
Halley, Sabah (Kuze et al. 2010). V této studii byla zjisténa pfitomnost E. coli, C. mesnili,
B. coli, Trichuris sp., Pongobius hugoti, Pongobius foitovae a S. fuelleborni.

Vliv kontaktu s ¢lovékem na vyskyt paraziti u orangutani byl studovén ve dvou
publikacich (Mul et al. 2007, Labes et al. 2010). Orangutany na Sumatie zkoumal Mul
s kolektivem, ktery pomoci koprologickych metod vysetfil celkem 32 divokych (oblast
Ketambe), 19 re-introdukovanych (Jambi, Bohorok) a 54 v zajeti zijicich (zoologicka
zahrada Medan, Batu Mbelin) jedinct (Mul et al. 2007). V této praci nebyl pozorovan zadny
vliv kontaktu s c¢lovékem na celkovou prevalenci paraziti. Detekovana byla pouze

signifikantn¢ nizsi prevalence Strongyloides sp. a soucasné vyssi prevalence B. coli
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u divokych orangutani. Orangutany na Borneu studovala Labes s kolektivem, ta vySetfila
celkem 163 divoce zijicich jedinct a jedinci z re-introdukénich stanic (Labes et al. 2010).
Z helmint byli v této studii nejCastéji pozorovani paraziti ze skupiny Ancylostomatidae
a Strongyloides sp., z protist B. coli a E. coli. V této praci opét nebyla zjist€éna zadna
statisticky vyznamna zavislost mezi habituaci jedince a pfitomnosti parazita.

Studiu helmintd skupiny Enterobiinae a Anoplocephalidae se u orangutanti sumaterskych
vénovali Baru$ a Foitova s kolektivy (Foitova et al. 2008, 2010, 2011, 2014, Barus et al.
2007). V roce 2007 popsali novy druh roupa Pongobius hugoti v oblasti Bukit Lawang
(Barus et al. 2007). Tento druh byl pozdéji detailnéji studovan v nésledujici praci (Foitova et
al. 2008). Dalsi publikace se vénuje podrobnému popisu druhu roupa Lemuricola pongoi
nalezeného na téze lokalit¢ (Foitova et al. 2010). V jiné studii byl publikovan nalez
a souCasné¢ doslo k redeskripci tasemnice Bertiella satyri, jez byla detekovana
u re-introdukovanych orangutanti v centru Bohorok (Foitova et al. 2011). Nedavna prace
se pak zabyva fylogenetickymi vztahy paraziti sumaterskych orangutani ze skupiny
Enterobiinae (Foitova et al. 2014).

Vyzkum zaméteny na hlistice rodu Strongyloides u orangutanti bornejskych byl provadén
na tfech lokalitach, a to jak u jedinch z re-introdukénich stanic, tak u volné€ Zijicich jedinct
z lokality Sabangau a nadrodniho parku Tanjung Puting, kde byla zjisténa nejvyssi prevalence
téchto parazita (Wisnu et Prastowo 2013).

Vyhradné jedinci ze zajeti se zabyvaji Ctyfi prace (Cummings et al. 1973, Frazier-Taylor
et al. 1987, Gomez et al. 1996, Velasco Ng et Claveria 2009). Vubec prvni studie zaobirajici
se gastrointestinalnimi parazity u orangutani, je zprava primatologického vyzkumného
centra v Atlant¢ (Cummings et al. 1973). Krom¢ parazitd B. coli, Strongyloides sp.,
Trichuris sp. a Ascaris sp., zde byla poprvé u orangutanti popsana pritomnost G. intestinalis.
Jedince z 50 zoologickych zahrad z celého svéta zkoumal Frazier-Taylor s kolektivem
(1987). Nejcastéji byla zaznamenana nakaza hlisticemi Strongyloides sp. a Ascaris sp. Studie
Gomeze s kolektivem, ktera pochazi ze zoologické zahrady v Barceloné, odhalila pfitomnost
protist Entamoeba chattoni, lodamoeba bitschlii, Enteromonas hominis a B. coli (Gomez et
al. 1996). V posledni z publikaci bylo zkoumano 24 jedinct ze zoologické zahrady v Avilon
Zoo na Filipinach (Velasco Ng et Claveria 2009). Nalezeni byli paraziti Entamoeba coli,

Ascaris sp. a Strongyloides sp.
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Tabulka 9: Pi‘ehled gastrointestinalnich paraziti zaznamenanych u orangutani.

Parazit

Reference

Amoebozoa

Endolimax nana Wenyon et O'Connor 1917

Entamoeba coli Grossi 1897

Entamoeba dispar Brumpt 1925
Entamoeba hartmanni Prowazek 1912
Entamoeba histolytica Schaudinn 1903
Entamoeba chattoni Chatton 1925
lodamoeba butschlii Prowazek 1912
Excavata

Enteromonas hominis da Fonseca 1915

Dientamoeba fragilis Jepps et Dobell 1918

Chilomastix mesnili Wenyon 1926

Giardia intestinalis (Lambl, 1859) Allexeieff

1914

Alveolata
Balantidium coli Malmsten 1857

Blastocystis sp. Brumpt 1912
Cyclospora sp. Schneider 1881
Cryprosporidium sp. Tyzzer 1907
Opisthokonta

Cestoda
Bertinella satyri Blanchard 1891
Hymenolepis sp.

Trematoda
Dicrocoelium sp.

Gastrodiscoides hominis Lewis et McConal 1876

Leipertrema rewelii Sandosham 1951

Platynosomum fastosum Shanta 1970
Acanthocephala

Prostenorchis elegans Diesing 1851
Nematoda

Abbreviata causasica von Linstow 1902

Ancylostoma brasiliense Gomez da Faria 1907

Ascaris lumbricoides Linnaeus 1758
Baylisascaris procyonis Sprent 1968
Enterobius buckeyi Sandosham 1950
Enterobius faecundus von Linstow 1879
Enterobius simile MacCallum 1921

Lemuricola pongoi Foitova, Barus, Koubkova,

Hodova et Nurcahyo 2010

Oesophagostomum blanchardi Railliet et Henry

1912

Pithecostrongylus alatus Railliet et Henry 1912

Labes et al. 2009, Stafford et al. 1979
Labes et al. 2009, Velasco Ng et
Claveria 2009

Labes et al. 2009

Labes et al. 2009

Labes et al. 2009, Collet et al. 1986
Gomez et al. 1996

Labes et al. 2009, Gomez et al. 1996

Gomez et al. 1996

Foitova et al. 2005

Mul et al. 2007

Mul et al. 2007, Labes et al. 2009,
Stafford et al. 1979, Cummings et al.
1973

Rijksen, 1978 Labes et al. 2009,
Stafford et al. 1979, Collet et al. 1978,
Gomez et al. 1996, Kilbourn et al. 2003
Labes et al. 2009

Warren 2001

Foitova et al. 2005, Lim et al. 2008

Foitova et al. 2001
Labes et al. 2009

Labes et al. 2009, Mul et al. 2007
Rijksen 1978

Sandosham 1951

Warren et al. 1998

Moore 1970

Rijksen 1978

Rijksen 1978

Stafford et al. 1979, Rijksen 1978
Hanley et al. 2006

Sandosham, 1950, Rijksen 1978
von Linstow 1879

MacCallum 1921

Foitova et al. 2010

Rijksen 1978

Rijksen 1978



Parazit Reference

Pithecostrongylus satyri Lubimov 1930 Lubimov, 1930

Pongobius hugoti Barus§, Foitova, Koubkovd, Kuze etal. 2010

Hodova, Simkova et Nurcahyo 2007

Pongobius foitovae Kuze, Kanamori, Malim, Kuze etal.2010

Bernard, Zamma, Kooryiama, Morimoto et

Hasegawa 2010

Strongyloides fuelleborni von Linstow 1905 Wisnu et Joko 2013, Labes et al. 2011
Wisnu et Prastowo 2013, Rijksen 1978,
Labes et al. 2011

Trichostrongylus colubriformis Gilda 1892 Rijksen 1978

Labes et al. 2009, Stafford et al. 1979,
Rijksen 1978

Strongyloides stercoralis Bavay 1876

Trichuris trichiura Linnaeus 1771

1.4.3 Sebemedikace u lidoopii

Jako sebemedikace (zoofarmakognozie) se oznacuje adaptivni zména chovani jedince
vyvolana parazity nebo jinym infekénim agens, kterd vede ke zvyseni jeho inklusivni nebo
exklusivni fitness (Singer et al. 2009, de Roode et al. 2014). Ac¢koli je toto chovani nejvice
prostudovano u primatid, zaznamenano bylo také u jinych Zivocichli — napiiklad u ptaka,
motyll, mravenct nebo octomilek (Castella et al. 2008, Singer et al. 2009, Milan et al. 2012,
Suaréz-Rodriguez et al. 2013). Na sebemedikaci poprvé upozornil americky ekolog Janzen,
ktery ve své publikaci poukdzal na to, Ze infikovand zvifata mohou mit uzitek
ze sekundéarnich metaboliti obsazenych v nékterych rostlindch (Janzen 1978). Podle jeho
hypotézy si nakazeny jedinec vybira rostliny s antiparazitarni aktivitou, které mu ptispivaji
ke zvySeni tolerance ¢i rezistence k parazitdrni ndkaze (Singer et al. 2009). U lidoopt bylo
ze sebemedikacnich zpusobld chovani nejdetailngji zkoumano zvykani dfené rostlin
(bitter-pith chewing) a polykani celych listt (leaf swalowing) (Huffman et Caton 2001,
de Roode et al. 2014). Publikovano bylo také nckolik praci, které se zabyvaji jinymi
formami sebemedikace, jako je geofagie nebo vtirani rozzvykanych rostlin do srsti
(fur-rubbing) (Morrogh-Bernard 2008). Uginné latky obsaZené v téchto rostlindch patii
K nejslibnéjsim zdrojim 1é¢iv pro veterinarni i humanni medicinu (Huffman 2003, de Roode
etal. 2014).

Mezi viibec nejznaméjsi piiklady sebemedikacniho chovani patfi polykani celych listh
Simpanzi (Huffman et al. 1997, Huffman et Hirata 2004). Na toto chovani poprve upozornili
antropolog Wrangham a primatolog Nishida, ktefi pfi vyzkumu ve vychodni Africe
zaznamenali v trusu Simpanzi pfitomnost vétsiho mnozstvi nematod Oesophagostomum

stephanostumum a soucasné slozené nestravené listy rostliny rodu Aspilia (Asteraceae)
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(Wrangham et Nishida 1983). Rovnéz bylo zjisténo, ze Simpanzi tyto listy Zerou
neobvyklym zptuisobem. Zatimco b&zné rostliny rychle rozzvykaji na malé kousky, listy
Aspilia sp. skladaji a polykaji vcelku. Polykani listd bylo pozorovano zejména v obdobi
destl, kdy hrozi nejvétsi riziko infekce (Fowler et al. 2005). Vylucovani nematod je
pravdépodobné zplisobeno zvysenou motilitou stiev v dasledku podrazdéni zazivaciho traktu
listy (McLennan et Huffman 2012). Soucasné byla v listech Aspilia sp. nalezena latka
thiarubin A s antivirovymi, antimykotickymi a nematocidnimi G¢inky (Rodriques et al.
1985). Podobny zpiisob konzumace rostlin spojeny s vylu¢ovanim stievnich nematod byl
nasledné pozorovan na mnoha dalSich mistech Afriky (Huffman et Hirata 2004). Detekovano
bylo vice nez 40 riznych druht rostlin (bylin, ket i stromi) s chlupatymi a drsnymi listy,
které Simpanzi konzumuji vcelku a po pruchodu zazivacim traktem zUstavaji nestravené
(Huffman et Caton 2001, McLennan et Huffman 2012). Obdobné sebemedika¢ni chovani
bylo popsano i u goril a bonobli (Huffman 1997, Huffman et Caton 2001, Fruth et al. 2014).

Jinym piikladem sebemedikace je zvykani dfen¢ rostlin, které bylo rovnéz poprvé
zaznamenano u §impanzt (Huffman et Seifu 1989). Pfi vyzkumu na lokalit¢ v Mahale byla
pozorovana samice se zjevnymi ptiznaky nemoci (otupélost, cerna moc¢, nechutenstvi), které
ustoupily po konzumaci hotkych $tav z mladych stonkt rostliny Vernonia amygdalina
(Huffman et Seifu 1989). Tato bylina je hojné vyuZivana domorodymi obyvateli, ktefi jeji
listy pouzivaji pii 1écbé amébové dyzenterie nebo jako anthelmintikum
¢i antipyretikum (Huffman et al. 2003). Chemicka analyza rostliny Vernonia amygdalina
odhalila pfitomnost seskviterpenovych laktonti (vernodalol, vernolid a hydrozyvernolid)
s protinadorovymi, antibiotickymi a antischistozomalnimi u¢inky (Huffman et al. 2003).

Geofagie, pojidani hliny nebo pidy, byla pozorovana u mnoha druhli primata
(Krishnamani et Mahaney 2000). Ackoli jeji vyznam neni zcela objasnén, piedpoklada se,
ze spociva v adsorpci toxind, stabilizaci pH, antidiarhoickém ucinku a mirnéni infekci
gastrointestinalniho traktu (Krishnamani et Mahaney 2000, Foitova et al. 2009). Toto
chovani bylo popsano jak u goril, tak u Simpanzii (Aufreiter et al. 2001). Nedavno byla
geofagie rovnéz pozorovana u orangutant bornejskych v okoli stanice Wanariset (Mahaney
et al. 2015).

U orangutanti byl popsan i jiny zptisob sebemedikace, a to zvykani rostliny Commelina sp.
(Commelinaceae) a jeji nasledné vtirani do srsti v podobé bilozelené pény (Morrogh-Bernard
2008). Commelina sp. netvoii béznou soucast potravy orangutant a slouzi jim nejspiSe
k 1é¢bé koznich infekci nebo drobnych zranéni (Morrogh-Bernard 2008). Pro své

antibakterialni a protizanétlivé ucinky je rovnéz na Borneu hojné vyuzivana domorodci, kteti
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rozdrcené listy Commelina sp. ptikladaji na zlomeniny a rany (Morrogh-Bernard 2008,
Russon et al. 2009). Vtirani rostlinnych latek do srsti (fur-rubbing), bylo diive pozorovano
také u lemurd (Eulemur macaco), ploskonosych opic — malp (Cebus capucinus), chapant
(Ateles geoffroyi) a mirik (Aotus spp.) (Baker et al. 1996, Morrogh-Bernard 2008).
U africkych lidoopti toto chovani doposud popsano nebylo (Morrogh-Bernard 2008).
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2. CILE

1) Pomoci molekularnich metod detekovat kryptosporidie, giardie a mikrosporidie rodu
Enterocytozoon a Encephalitozoon ve vzorcich trusu orangutand.

2) Posoudit vliv lokality a kontaktu orangutani s ¢lovékem na riziko infekce

zkoumanymi parazity.

3) Otestovat vliv vybranych rostlinnych extrakti na prubéh a intenzitu infekce

Encephalitozoon cuniculi genotyp 1l u BALB/c mysi.

Tato prace je soucasti grantového projektu GACR P505/11/1163 — Protizanétliva aktivita
extrakti rostlin z Indonésie a jejich Gc€inek na pribéh oportunnich parazitéz, jehoz cilem
bylo zjisténi vyskytu vybranych parazitickych protist (mikrosporidii, Kkryptosporidii
a giardii) v populacich orangutanti na vybranych lokalitach a otestovat antiparazitarni G¢inky
vytipovanych rostlinnych extraktli v in vivo modelech. Experimentalni ¢ast piedlozené
diplomové préce se zbyva pouze problematikou mikrosporididzy. Vliv rostlinnych extrakti

na ostatni paraziticka protista byl feSen v ramci dal$ich praci.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Prevalence a diverzita

3.1.1 Sbér vzorku a charakteristika lokalit

Vzorky trusu orangutand zpracovavané v této diplomové praci byly poskytnuty
RNDr. Ivonou Foitovou, Ph.D. Sbér vzorkt probihal v letech 2002 az 2011, a to na tiech
lokalitach v narodnim parku Gugung Leuser (Sumatra) a na ¢tyfech lokalitach v jizni ¢asti
Kalimantanu (Borneo) (Obrazek 4). Celkem bylo odebrano 470 vzorkl trusu
od 298 orangutanti v rizném stupni kontaktu s ¢lovékem (67 voln¢ Zijicich, 96 polodivokych
a 135 jedincu zijicich v zajeti). Nékteti jedinci byli odebrani opakované (maximalné pétkrat).
Vzorky byly ziskany bezprosttedné po defekaci, a to pouze od identifikovanych jedinct.
Po odbéru byly vzorky uchovavany v 96% alkoholu a dopraveny do Parazitologického

Gistavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky.

Obrazek 4: Poloha lokalit na Borneu (vlevo) a Sumatie (vpravo).
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Lokality na Sumatie

Na studovanych lokalitach byli vySetiovani orangutani sumatersti (Pongo abelii).

Bukit Lawang se nachadzi na vychodni hranici narodniho parku Gugung Leuser.
V minulosti byla na této lokalité provozovana rehabilitani stanice Bohorok, ktera od roku
1972 do 2001 navratila do volné ptirody pies 200 orangutanti. V soucasné dob¢ zde jiz re-
introdukéni programy neprobihaji. Misto je oteviené turistim, ktefi zde maji moznost
pozorovat polodivoké orangutany (Foitova et al. 2009).
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V letech 2004 az 2011 bylo na této lokalité odebrano celkem 114 vzorkt pochéazejicich
od 56 polodivokych jedinci.

Ketambe je situované v centralni ¢asti narodniho parku Gugung Leuser. Na rozdil
od lokality Bukit Lawang zde orangutani téméf nepiichazi do kontaktu s lidmi (Foitova et al.
2009). Veétsinu jedinct zijicich v okoli Ketambe tvofi pavodni populace, pouze nékolik
jedinct bylo rehabilitovano v sedmdeséatych letech 20. stoleti.

V letech 2007 az 2011 bylo na této lokalit¢ odebrano celkem 62 vzorki pochazejicich
od 17 divoce Zijicich orangutanti.

Suaq se nachazi v jihozapadni ¢asti narodniho parku Gugung Leuser. V této oblasti
se vyskytuji divoce zijici jedinci ve vysokych denzitich (7 jedinci/km?) v zavislosti
na dostupnosti potravy (Husson et al. 2009). V roce 2009 zde bylo odebrano 26 vzorku

vy

od 17 divoce Zijicich jedincu.

Lokality na Borneu

Na studovanych lokalitdch byl vySetiovan orangutan bornejsky poddruh Pongo pygmaeus
wurmbii.

Sabangau je situované v oblasti centralniho Bornea. V letech 1966 az 1996 na této
lokalité probihala selektivni té¢Zba dieva, po které nasledovala ilegalni tézba dfeva do roku
2004. Denzita orangutanti se pohybuje kolem 2,3 jedince/km? (Husson et al. 2009). V roce
2005 az 2008 zde bylo odebrano 39 vzorkl od divoce Zijicich 18 jedincu.

Tuanan se nachazi v oblasti centralniho Bornea v rezervaci Mawas. Primérna hustota
orangutanii dosahuje 4,5 jedince/km? (Husson et al. 2009). V letech 2007 az 2009 bylo
odebrano 48 vzorkl pochéazejicich od 15 divoce Zijicich jedincu.

Zachranna stanice — Orangutan Care and Quarantine Center (OCQC) se nachazi
v Centralnim Kalimantanu nedaleko narodniho parku Tanjung Puting. V tomto centru je
umisténo asi 270 jedincti zabavenych z ilegalniho drzeni. V roce 2011 bylo odebrano 141
vzorki od 135 jedincil Zijicich v zajeti.

Néarodni park Tanjung Puting se nachazi v jizni ¢asti Kalimantanu. Sbér vzorkd probihal
v okoli Camp Leaky, coz je v&decka stanice, kde probihal prvni rehabilitaéni program
na Borneu. Ackoli jiz jako re-introdukéni stanice neslouzi, Zije na tomto misté¢ druha
generace re-introdukovanych orangutanti. Primérna densita orangutant v okoli Camp Leaky
se pohybuije kolem 2,7 jedince/km? (Husson et al. 2009).

Na této lokalité bylo v roce 2011 odebrano po jednom vzorku od 40 jedinct.
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3.1.2 1zolace DNA z trusu

Z kazdého vzorku trusu byl odpafen alkohol. Extrakce DNA byla provedena pomoci
komer¢né dodavaného kitu PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek).
Pracovni postup:

1) Do 2,0 ml mikrozkumavky s 200 mg trusu byly pfidany sklenéné kuli¢ky o velikosti
0,5 mm, zirkonové kulic¢ky o velikosti 2 mm a byl pfipipetovan 1 ml Lysis pufru P.

2) Vzorky byly homogenizovany v beadbeateru po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s
(MP Fast Prep®-24 Instrument).

3) Mikrozkumavky byly inkubovany v termobloku pii 95 °C po dobu 10 minut
a centrifugovany 1 minutu pti 14 000 g.

4) Supernatant byl pienesen do zkumavek InviAdsorb-Tube, 15 sekund vortexovan
a inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teplot¢.

5) Nasledn¢ byla mikrozkumavka centrifugovana 3 minuty p#i 14 000 g.

6) Supernatant byl piepipetovan do cCistych 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovan
3 minuty pti 14 000 g.

7) Do ¢istych 1,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 25 pl Proteindzy K a pfidano
400 pl supernatantu. Obsah zkumavek byl kratce vortexovan. Obsah mikrozkumavek
byl inkubovan 10 minut pti 70 °C.

8) Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo pfidaino 200 pl Binding Buffer A a nasledné
zvortexovano.

9) Veskery objem byl piepipetovan na kolonu Spin Filter+Tube a byl inkubovan
pii laboratorni teplot¢ po dobu 1 minuty a nasledn¢ centrifugovdn 1 minutu
pti 11 000 g.

10) Ze sbérné mikrozkumavky byl vylit veskery odpad a na kolonu bylo napipetovano
500 pl roztoku Wash I a centrifugovano 1 minutu pii 11 000 g.

11) Odpad byl opét vylit a na kolonu bylo pifidano 700 pl roztoku Wash II
a centrifugovano 1 minutu pti 11 000 g.

12) Odpad byl potteti vylit a mikrozkumavka centrifugovana 4 minuty pii 11 000 g.

13) Kolona byla vlozena do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a bylo na ni napipetovano
200 pl predehiatého Elution Buffer D, inkubovano 3 minuty pfi laboratorni teploté
a centrifugovano 1 minutu pii 11 000 g.

Ziskana DNA byla skladovana pii - 20 °C.
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3.1.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Chemikalie:
e deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, CR)
e 10x koncentrovany pufr pro Taqg puprle DNA polymeréazu (Top-Bio, CR)
e Tagq purple DNA polymeraza (Top-Bio, 1 U/ul, CR)
e PCR H,0 (Top-Bio, CR)
e MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)
e bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)
e primery (10 pM, Generi Biotech, CR)

Molekularni charakterizace kryptosporidii byla provedena pomoci nested PCR
amplifikujici ¢ast genu malé ribozomalni podjednotky rRNA (SSU rRNA) (cca 830 bp, Xiao
et al. 1999). Molekularni charakterizace mikrosporidii rodu Enterocytozoon
a Encephalitozoon byla provedena pomoci nested PCR amplifikujici 3" konec genu malé
ribozomalni podjednotky, celou sekvenci ITS (internal transcribed spacer) a 5° konec genu
velké ribozomalni podjednotky (cca 390 bp, Buckholt et al. 2002; cca 320 bp, Katzwinkel-
Wiladarsch et al. 1996). V ptipad¢ Giardia intestinalis byla amplifikovana ¢ast genu kodujici
TPI (triose phosphate isomerase) (cca 500 bp; Sulaiman et al. 2003). Nukleotidoveé sekvence
specifickych primeri a zastoupeni jednotlivych sloZek v reakéni smési je uvedeno nize,
respektive v (Tabulkéach 6 a 7).

Amplifikacni program zahrnoval pocatecni denaturaci pii 94 °C po dobu 3 minut,
35 cyklt skladajicich se z denaturace pti 94 °C po dobu 45 sekund, specifické nasedaci
teploty primerd po dobu 45 sekund (kryptosporidie a E. bieneusi 55/55 °C, mikrosporidie
rodu Encephalitozoon 58/55 °C a giardie 50/50 °C), extenze pii 60 °C po dobu 60 sekund
a zavérecného dosyntetizovani fetézce pii 72 °C po dobu 10 minut.

Kazda série reakci zahrnovala pozitivni a negativni kontrolu. Jako pozitivni kontroly
byly pouzity DNA Cryptosporidium serpentis izolovana z uzovky ¢ervené (Elaphe guttata),
DNA E. intestinalis piivodn¢ ziskana od AIDS pacienta, a dlouhodobé kultivovana in vitro
v Laboratofi veterinarni a humanni protistologie BC AV CR, DNA E. bieneusi izolovana
z mysi domaci (Mus musculus musculus) nebo Giardia intestinalis asamblaz E izolovana

z kozy doméci.
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Nukleotidové sekvence specifickych primeru:

Cryptosporidium spp. (Xiao et al. 1999)

Primarni primery

SSUF1 5 -TTC TAG AGC TAATACATGCG-3’

SSUR1 5 -CCCTAATCCTTC GAAACAGGA-3’
Sekundarni primery

SSUF2 5-GGAAGGGTTGTATTT ATT AGATAAAG -3’
SSUR2 5'- AAG GAG TAAGGA ACAACCTCCA-3’

Encephalitozoon spp. (Katzwinkel-WIladarsch et al. 1996)

Primarni primery

INT580F 5'-TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’

INT580R 5'-TTT CAC TCG CCG CTACTCAG-3

Sekundarni primery

MSP-3  5-GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G) (C,T)TAT -3’

MSP-4A 5-CCA AGC TTATGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT - 3’

Enterocytozoon bieneusi (Buckholt et al. 2002)
Primarni primery

EBITS3 5'-GGT CAT AGG GAT GAA GAG - 3’
EBITS4 5 -TTCGAGTTCTTTCGCGCTC-3’
Sekundarni primery

EBITS1 5 -GCTCTGAATATCTATGGCT -3’
EBITS2,4 5'- ATC GCC GAC GGATCC AAG TG -3’

Giardia intestinalis (Sulaiman et al. 2003)

Primarni primery

GIAF1 5'-AAATIATGCCTG CTGGTC G -3’
GIAR1 5"-CAAACCTTITCC GCAAACC-3’

Sekundarni primery

GIAF2 5'-CCCTTC ATC GGI GGT AACTT -3’
GIAR2 5'-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3
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Tabulka 6: Reakéni smés pro nested PCR — Cryptosporidium spp., Encephalitozoon spp.

a Enterocytozoon bieneusi

Reagencie Primarni reakce Sekundarni reakce
deionizovana H,O - 12,30 pl 12,10 pl
MgCl, 25 mM 1,20 pl 1,20 pl
pufr 10x% 2,00 pl 2,00 pl
dNTP’s 10 mM 0,40 pl 0,40 pl
forward primer 10 uM 0,40 pl 0,40 pl
reverse primer 10 pM 0,40 pl 0,40 pl
BSA 10 mg/ml 0,80 pl -
Taq 1 U/ul 0,50 pl 0,50 pl
DNA — 2,00 pl 3,00 pl
Celkovy objem 20,00 pl 20,00 pl

Tabulka 7: Reakéni smés pro nested PCR — Giardia intestinalis

Reagencie Primarni reakce Sekundarni reakce

deionizovana H,O - 14,70 pl 18,70 pl
pufr 10x 2,50 pl 2,50 pl
dNTP’s 10 mM 0,50 pl 0,40 pl
forward primer 10 uM 0,50 pl 0,40 pl
reverse primer 10 uM 0,50 pul 0,40 pl
BSA 10 mg/ml 1l -

Taqg 1 U/ul 0,30 pl 0,50 pl
DNA — 5,00 pl 3,00 pl
Celkovy objem 25,00 pl 25,00 pl

3.1.4 Gelova elektroforéza

Velikost DNA fragmentl byla zjiStovana pomoci gelové elektroforézy. Byl pouzit 2%
agardzovy gel obsahujici 0,2 pg ethidium-bromidu v 1 ml gelu.
Chemikalie:
e 50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M EDTA,
pH 8,00)
e Agaroza (Biotech)
e Roztok ethidium bromidu v deionizované vodé o koncentraci 10 mg/ml (Sigma—
Aldrich)
¢ 100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada)
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Pracovni postup:

1) Agaroza byla smichana s 1% TAE pufrem a zahfata v mikrovinné troubg.

2) Baika byla ochlazena pod tekouci studenou vodou na teplotu asi 50 °C.

3) Do baiiky byl pfidan roztok ethidium bromidu.

4) Roztok byl nalit do nosice, byl vloZen hieben a gel byl ponechan ztuhnout.

5) Nasledné byl ztuhly gel vlozen do elektroforetické vany s 1% TAE pufrem a byl z néj
vyjmut hieben.

6) Do prvni jamky v gelu bylo napipetovano 10 ul ladderu, do dalSich 20 pl
sekundarniho PCR produktu.

7) Elektroforéza probihala pii 90 V, nez doslo k separaci v§ech fragmentu.

8) DNA fragmenty byly vizualizovany pomoci transiluminatoru a byl pofizen snimek

vysledného gelu.
3.1.5 1zolace z gelu

Extrakce z gelu byla provadéna pomoci komeréné dodavaného kitu Extraction QIAquick
Gel Kit (Qiagen, Germany).
Pracovni postup:
1) Fragment DNA byl opatrné vyfiznut skalpelem z gelu a vlozen do ¢isté 1,5 ml
mikrozkumavky.
2) Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo pfipipetovano 400 pul QG pufru a inkubovano
pii 50 °C po dobu 10 minut v termobloku.
3) Veskery objem byl piepipetovan na kolonu a centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g.
4) Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a sbérna zkumavka opét pouzita s kolonou.
5) Na kolonu bylo pfidano 500 ul QG pufru a centrifugovano 1 minutu pii 16 000 g.
6) Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a sbérna zkumavka opét pouzita s kolonou.
7) Na kolonu bylo pfipipetovano 750 pl PE pufru, inkubovano 5 minut pii laboratorni
teploté a kolona centrifugovana minutu pii 16 000 g.
8) Opét byl vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovano 1 minutu pii 16 000 g.
9) Kolona byla pfemisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky a bylo pfidano 30 pl EB
pufru na stfed kolony. Po inkubaci 1 minutu pfi laboratorni teploté byla DNA

extrahovana z kolony centrifugaci 1 minutu pii 16 000 g.
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3.1.6 Sekvenace

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci ABI3730XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Ziskané nukleotidové sekvence byly upraveny
v programu ChromasPro (Technelysium, verze 1.32) a porovnany se sekvencemi ulozenymi
v GenBank pomoci programu Clustal X (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/, verze
2.0.12) a BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml, verze 7.0.5.3).

3.1.7 Fylogenetick4 analyza

Fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy byly posouzeny pomoci
metody Maximum Likelihood (Saitou et Nei 1987) v programu MEGA 6. Pro vyhodnoceni

statistické podpory ziskanych topologii byla pouzita bootstrapova analyza (1000 opakovani).
3.1.8 Statistické zpracovani vysledki

K posouzeni vlivu lokality a kontaktu orangutani s ¢lovékem na pravdépodobnost
nakazy zkoumanymi parazity byl pouzit zobecnény smiseny linearni model (GLMM). Tato
statistickd analyza byla zvolena z divodu opakovaného odbéru vzorku od né€kterych jedincti
(az 5 odbérii od jednoho zvitete). VSechny vypocty byly u€inény v programu R verze 3.2.0
(R Core Team 2012). Parazit Giardia intestinalis nebyl do statistickych analyz zahrnut

z diivodu nizkého poctu nalez.
3.2 Experimentalni infekce

Experimenty byly provadény podle pfedem schvaleného projektu pokust 073/2010
v souladu se zékonem CNR ¢&. 246/1992 Sb.

3.2.1 Spory pro experimentalni infekci

K experimentalni infekci byly pouzity spory E. cuniculi kmene EC2 pivodné izolovaného
Koudelou a kolektivem z dexamethazonem imunosuprimované mys$i (1994). Spory byly
kultivovany v bunikach opicich ledvin Vero E6 pii teploté 37 °C v kultivaénim médiu RPMI-
1640 Hepesmodification (Hepes 25 mM, Sigma) s piidavkem 2,5% bovinniho fetalniho séra
(Bofes, ZVOS Hustopece), smési 1% antimykotik a antibiotik (Sigma; 100 Ul penicilinu,
10 pg streptomycinu, 0,25 pg amfotericinu B/ml média), 0,3% gentamycinu (30 pg/ml
RPMI) a neesenciélnich 1% aminokyselin (SEVAC, Praha). Adherované infikované buiky
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byly uvolnény a piemistény do deionizované vody, kde doSlo k jejich plazmolyze.
Naslednou centrifugaci (20 minut pti 1370 g) byl zisk&n sediment se sporami, ktery byl
uchovavan v pufru PBS s obsahem antibiotik a antimykotik (100 Ul penicillin, 10 pg/ml
streptomycin, 0,25/ml pg amphotericin a 30 pg/ml gentamicin). Mnozstvi spor bylo
stanoveno poc¢itanim v Blrknerové komdurce. Spory byly skladovany v lednici pii 4 °C.

Pro potieby pokust byly spory ¢istény na Percollovém gradientu (Sigma).
3.2.2 Pokusna zvirata

K pokusu byly pouzity 7tydenni samice mys$i (inbredni kmen BALB/c). Mysi byly
chovany za standardnich podminek ve sterilnim prostredi v IVC s HEPA filtry ve zvéfinci
BC AV CR, v.v.i. v Ceskych Budgjovicich, krmeny sterilni komeréni smési (TOP — VELAZ
Praha) a napajeny sterilni vodou ad libitum. V experimentalni mistnosti byla udrzovana
konstantni teplota 22—-23 °C a 60—65% vlhkost vzduchu.

3.2.3 Pouzité rostlinné extrakty

Rostliny extrakty pouzité v této studii byly poskytnuty spolufesiteli grantoveho projektu
GACR P505/11/1163. Rostliny byly vybrany na zikladé dlouhodobého sledovani chovani
vybranych orangutanti v kombinaci s jejich parazitologickym vysetfenim na pfitomnost
sttevnich parazitd. Behavioralni data, slozeni potravy a pfipadné projevy nemoci nebo
pfitomnost parazitl byly u danych jedincii zaznamenavany v pribéhu vice nez deseti let.

Z celkem asi 1700 druhti rostlin, které tvoii soucast potravy orangutanti, byly vybrany ctyii
rostliny s moznym antiparazitarnim ti¢inkem:

Archidendron fagifolium (Miq.) I. C. Nielsen (Fabaceae)

Diospyros sumatrana Mig. (Ebenaceae)

Shorea sumatrana Symington (Dipterocarpaceae)

Piper betle L. (Piperaceae)

Tyto rostliny byly pro potieby experimentu dodany jako lyofilizaty z methanolické frakce.

Ve vSech ptipadech se jednalo o extrakt z listi.
3.2.4 Infikovani BALB/c mySi a usporadani pokusu

Kpokusu bylo pouzito 24 BALB/c mysi, které byly perordlné¢ infikovany
mikrosporidiemi E. cuniculi pomoci jicnové sondy. Velikost davky na jednu mys byla 10’

spor ve 200 pl sterilni vody. VyluCovani spor bylo ovéfeno u vSech jedinct 5.-7. den
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po infekci (DPI). Mysi byly rozd€leny 20. DPI do 8 skupin po tfech jedincich a bylo jim
podavano komer¢ni 1é¢ivo (albendazol) nebo jeden z testovanych rostlinnych extraktd, a to
jednou denné po dobu 14 dni v rozmezi 21.—34. DPI (akutni faze infekce). Dalsi skupiny
tvorfily kontroly, a to skupina s podavanim rostlinného extraktu Arabidopsis thaliana,
skupina s podavanim roztoku DMSO a jedinci, kterym byla podavana sterilni voda. Piehled
skupin mysi je uveden v tabulce 8.

Jelikoz rostlinné extrakty byly dodany ve formé lyofilizatu, bylo je nutné pro perorélni
aplikaci a rozpusténi ucinnych latek nutné prevést do roztoku. Z diivodu nizké rozpustnosti
extraktu byl lyofilizat nejdifive rozpusStén v malém mnozstvi DMSO (dimethylsulfoxid)
a nasledn¢ doplnén sterilni vodou, takze vysledny objem DMSO tvoiil 0,5 % objemu

rozpusténého extraktu. Jedna davka obsahovala 12,5 mg rostlinného extraktu ve 200 pl.

Tabulka 8: Uspoiadani pokusu

Skupina éis!o Pocet Dny odbéru Pitva

skupiny jedinct (DPI) (DPI)
_ o kontrola 1 3 1-34 34
S5  albendazol 2 3 21-34 34
S E A thaliana 3 3 21-34 34
o~ DMSO 4 3 21-34 34
@ A. fagifolium 5 3 21-34 34
S % D. sumatrana 6 3 21-34 34
£ 5 S sumatrana 7 3 21-34 34
£ % P betle 8 3 21-34 34

Skupina 1: kontrolni skupina infikovanych neléenych mysi: Tyto mysi byly infikovany

sporami E. cuniculi a byly ponechany bez 1écby za icelem sledovani standardniho pribéhu

infekce. Mysim bylo podavano 200 pl sterilni vody jednou denné.

Skupina 2: infikovana skupina lééenych mysi: Tato skupina byla infikovana sporami

E. cuniculi a mysi byly 1é¢eny pomoci 1éku Aldifal (Mevak Nitra, SR) obsahujiciho G¢innou
latku albendazol. Objem davky byl 200 ul, ktera obsahovala 6 mg albendazolu na kilogram
vahy zvitete (Costa et Weiss 2000). Lécivo bylo podavano jednou denné.

Skupina 3: infikovana skupina mys$i, kterym byl podavan extrakt A. thaliana: Tato

skupina mysi byla infikovana sporami E. cuniculi a byl ji podavan rostlinny extrakt
A. thaliana stejnym zplsobem jako vyse uvedené extrakty. Tato skupina byla zarazena jako

negativni kontrola 1é¢end extraktem z rostliny bez potencidlniho terapeutického t¢inku.
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Skupina 4:_infikovana skupina mysi, kterym bylo poddvdano DMSO: Tyto mysi byly

infikovany sporami E. cuniculi a bylo jim podavano DMSO ve stejném mnozstvi jako
u skupin s podavanim rozpusténych extraktl (davka 0,5% DMSO v 200 pl PBS). Tato
skupina byla zafazena pro zjisténi mozného vlivu DMSO na priibéh infekce. DMSO bylo

mysSim podavano jedenkrat denne.

Skupiny 5 aZ 8: infikované skupiny mysi, kterym byly podavany zkoumané extrakty:

Tyto mysi byly infikovany sporami E. cuniculi a soucasné jim byly podavany jednou denné

suspenze rostlinnych extraktu.
3.2.5 Odbér vzorki trusu a tkani

Od kazdé z mysi byl po dobu pokusu jedenkrat denné odebiran trus. Vzorky byly zvaZzeny
a uchovavany ve sterilnich 1,5 ml mikrozkumavkach pii teploté -20 °C.

Mysi byly usmrceny 34. DPI. Nasledné byly odebrany vzorky zaludku, duodena, jejuna,
ilea, céka, kolonu, sleziny, jater, ledvin, mocového méchyfte, srdce, plic a mozku. Aby bylo
zamezeno kontaminaci, byla pro kazdy organ pouzita zvlastni sada sterilnich pitevnich

nastroj.
3.2.6 1zolace DNA z tkané

Extrakce DNA byla provedena pomoci komeréné¢ dodavaného kitu DNeasy Blood &
Tissue Kit (Quiagen).
Pracovni postup:
1) Do 1,5 ml mikrozkumavky s 200 mg tkané byly ptidany sklenéné kuli¢ky o velikosti
0,5 mm, zirkonové kulicky o velikosti 2 mm a bylo pfipipetovano 180 ATL pufru.
2) Vzorky byly homogenizovany v beadbeateru po dobu 1 minuty pii rychlosti 5,5 m/s
(MP Fast Prep®-24 Instrument).
3) Mikrozkumavky byly nasledné centrifugovany 10 sekund, bylo k nim pfidano 20 pl
proteinazy K a vzorky byly inkubovany v termobloku pti 56 °C po dobu 1 hodiny.
4) Vzorky byly opét centrifugovany 10 sekund, bylo pfipipetovano 200 ul AL pufru
a obsah zkumavek byl kratce zvortexovan.
5) Do mikrozkumavky bylo pfidano 200 pl 96% EtOH a obsah zkumavek byl opét

zvortexovan a centrifugovan.

53



6) Supernatant byl piepipetovan na kolonu (Mini spin column), mikrozkumavky byly
centrifugovany po dobu tfi minut pfi 14 000 g. Odpad ze sbémé zkumavky byl
odstranén.

7) Na kolonu bylo pfipipetovano 500 ul AWI1 pufru, mikrozkumavka byla
centrifugovana 1 minutu pii 14 000 g. Odpad ze sbérné mikrozkumavky byl
odstranén.

8) Na kolonubylo ptipipetovano 500 pul AW?2 pufru, mikrozkumavka byla centrifugovana
1 minutu pii 14 000 g. Odpad ze sbérné zkumavky byl odstranén.

9) Sbérné mikrozkumavky byly nahrazeny novymi 15 ml mikrozkumavkami
anakolonu bylo napipetovdno 200 pl AE pufru, po inkubaci 1 minutu byly
mikrozkumavky centrifugovany 1 minutu pti 8 000 g.

Ziskand DNA byla skladovana pfi -20 °C.

3.2.7 Kvantitativni real time PCR (qRT PCR)

Mnozstvi spor E. cuniculi v jednotlivych orgénech a trusu BALB/c mysi bylo
kvantifikovano pomoci real-time PCR za pouziti specifickych primert amplifikujicich ¢ast
genu kddujiciho malou ribozomalni podjednotku Encephalitozoon spp. a specifické TagMan
proby (268 bp; Wolk et al. 2002). K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pouZita vyizolovana
DNA ze vzork, které obsahovaly znamy podet spor (10° az 10%) v 200 mg trusu. Zastoupeni
jednotlivych sloZek v reakéni smési je uvedeno v tabulce 9. Reakce probihala na pfistroji
Light cycler 480 (Roche), monitorovana a vyhodnocena byla pomoci programu Light cycler
480 Software Release 1.5.0 SP4. Jako gen s konstantni expresi (housekeeping gene, HKG)
byl pouzit gen pro B-aktin mysi (137 bp; Dai et al. 2009). Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena
ze vzorkl se zndamym poctem kopii mysich genomil zfedénim DNA desitkovou fadou.

Amplifikacni program pro termocycler zahrnoval poc¢atecni denaturaci pii 95 °C po dobu
3 minut, amplifikaci (45 cykla skladajicich se z denaturace pii 95 °C po dobu 45 sekund,
nasedani primert pii teplot¢ 60 °C po dobu 10 sekund a extenze pii 72 °C po dobu
16 sekund), zavére¢nou extenzi pii 55-85 °C 16 sekund rychlosti 20 °C/s a chlazeni 40 °C
po dobu 30 sekund (Wolk et al. 2002).
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Tabulka 9: Reakéni smés pro qRT PCR (Encephalitozoon spp., p-aktin)

Reagencie Objem
FastStart Universal Probe Master (Roche) 12,5 ul
deionizovana H,0O 5,0ul

forvard primer (10 mM) (Generi Biotech) 1,0 ul
reverse primer (10 mM) (Generi Biotech) 1,0 ul

proba (10 mM) (Generi Biotech) 0,5 ul
DNA 5,0 ul
Celkem 25,0 pl

Nukleotidové sekvence specifickych primeri a prob:
Encephalitozoon spp. (Wolk et al. 2002)
forward primer 5'- GTC CGT TAT GCC CTG AGA -3’
reverse primer 5'- ACAGCA GCCATGTTACGACT -3
proba 5'-red 640-TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC -phosphate-3’

p-aktin (Dai et al. 2009)
forward primer 5-AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC-3’
reverse primer 5-CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT-3’
proba 5’-FAM CAC TGC CGC ATCCTC TTC CTC CC BHQ1-3’

Soucasti kazdé ze série qRT PCR reakci byla negativni kontrola a vzorky o znamych
koncentracich B-aktinu (2,6.10%) a Encephalitozoon spp. (1,0.10°) pouzité jako standardy.
Vsechny vzorky byly testovany v triplikatech. Pro dalsi vypoéty byla pouzita CT hodnota
(treshold cycle), ktera byla automaticky ode¢itana vySe uvedenym programem. Ze ziskanych
CT hodnot byl vypocitan pocet spor v analyzovaném vzorku. Pocet spor byl poté prepocitan
na 1 g daného organu nebo na 1 g trusu na zakladé znamého poctu kopii genu pro p-aktin
v 1 gramu organu.

Pocet kopii genu pro B-aktin v jednotlivych organech mysi byl stanoven experimentaln¢.
Analyze bylo podrobeno celkem devét vzorkl z kazdého ze 12 sledovanych organti. Pro toto
stanoveni byly pouzity orgény tii neinfikovanych BALB/c mysi. Kazdy ze zkoumanych
vzorkd tkané byl zvazen a z tkané byla nasledné izolovana DNA. Pocet gent kodujicich
B-aktin ve vzorcich izolovanych z tkani byl ur¢en pomoci gqRT PCR. Tento postup umoznil
u danych organti zohlednit nejen odlisny pocet kopii B-aktinu v 1 g, ale také rozdilnou

efektivitu izolace jednotlivych tkani.
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3.2.8 Statistické zpracovani vysledki

Pro posouzeni vlivu rostlinnych extraktii, albendazolu a DMSO na mnoZstvi spor
v organech mysi byla pro kazdého jedince spocitdna primérnad zatéz organismu. Tato
hodnota byla vypocitana jako priimér z poctu spor v 1 g zkoumanych organt.

Vypocty byly provedeny v programu STATISTICA (StatSoft, Inc. 2013). Pro dosazeni
homogenity varianci mezi skupinami mysi byla provedena logaritmicka transformace dat.
Rozdily mezi skupinami byly testovany pomoci jednocestné analyzy variance (one-way

ANOVA). Pro mnohonésobné porovnani mezi skupinami byl pouzit Tukey HSD test.
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4. VYSLEDKY

4.1 Prevalence a diverzita

Z celkem 298 vysSetifovanych zvifat bylo 33 pozitivnich na pfitomnost testovanych
parazitii. Celkova pozorovana prevalence dosahla 11,1 %. Ptehled vsech vysledkl je uveden
Vv tabulce 10. Ve vétsin¢ piipadi se jednalo o nakazu jednim druhem parazita, pouze ve dvou
ptipadech byla zaznamenana smiSena infekce E. cuniculi a E. bieneusi a u jednoho zvifete

infekce E. bieneusi a C. muris (Tabulka 10).

Tabulka 10: Vyskyt Encephalitozoon cuniculi, Enterocytozoon bieneusi, Cryptosporidium

spp. a Giardia spp. u orangutanu s rozdilnym stupném kontaktu s ¢lovékem

Pozitivni jedinci

Lokalita Kontakt
s ¢lovékem Encephalitozoon spp. E. bieneusi Cryptosporidium spp. G. intestinalis

Sabangau volné zijici 18 39 - - - -
g Tuanan volng zijici 15 48 1xECII? 1x D* - -
c io$
= eer .y ) $ 5x C. muris
c%OCQC zijici v zajeti 135 141 1xPongo 2 1x C. parvum type A

Tanjung Putting polodivoci 40 40 1x EC I 1x D 1x C. parvum type B -

Bukit Lawang  polodivoci 56 114 10x EC Il 1xD - 1xB
©
.
ESuaq volné zijici 17 26 4x ECII - 1x C. muris -
>
v s & &

Ketambe volné zijici 17 62 S5x ECII 2xD - -

Celkem 298 470 21 6 8 1

D = Enterocytozoon bieneusi genotyp D; EC Il = Encephalitozoon cuniculi genotyp II; B = Giardia intestinalis
asamblaz B; nl = poet jedincti; N2 = po&et vzorkii; & ¥ smiSend infekce v jednom zviteti

4.1.1 Mikrosporidie

Molekuldrni analyzy prokazaly piitomnost specifické DNA mikrosporidii rodi
Encephalitozoon a Enterocytozoon v testovanych vzorcich. V ramci rodu Encephalitozoon
byla detekovana pouze specificka DNA nalezici k druhu Encephalitozoon cuniculi. Tento
druh, ktery byl detekovan u 21 jedincti a jeho celkova prevalence dosahla 7 %, byl soucasné
nejcastéji nalezenym parazitem vibec. Porovndnim ziskanych sekvenci a néslednou
fylogenetickou analyzou bylo prokézéno, Ze vSechny izolaty jsou identické se sekvenci
GQ422153 ulozenou v GenBank a ptislusi ke genotypu II. Specificka DNA E. bieneusi byla
identifikovana u Sesti orangutanu s celkovou prevalenci 2 % (Tabulka 10). Fylogeneticka
analyza provedend na zakladé sekvenci ITS ukéazala pfitomnost dvou odliSnych izolati.

V péti ptipadech se jednalo o sekvenci identickou s E. bieneusi genotyp D (AF101200)
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a u jednoho jedince byl nalezen novy genotyp, jenz byl pojmenovan Pongo 2 (KP994661).
Genotyp Pongo 2 je fylogeneticky nejblizsi genotypu D, se kterym se shoduje z 99,1 %
(Obrazek 5). U tohoto jedince byla sou¢asné zaznamenana nakaza Cryptosporidium muris.

Statistické  srovnani dat neprokdzalo zadny statisticky vyznamny = rozdil
v pravdépodobnosti nakazy na jednotlivych ostrovech (p = 0,992; z = 0,010) ani mezi
skupinami jedinci s rozdilnym stupném kontaktu s ¢lovékem (p = 0,479-0,670; z = 0,426—
0,707).

4.1.2 Kryptosporidie

Z 298 vySetfovanych zvifat byla detekovana ptitomnost kryptosporidii u osmi jedinct
(prevalence 2,6 %). Fylogenetickd analyza ¢asti genu kodujictho SSU ukazala pfitomnost
celkem tii riznych sekvenci. V péti piipadech byly sekvence identické se sekvenci C. muris,
ktera byla puvodné ziskana z krysy (AB089284). Ve dvou piipadech byly sekvence
identické s C. parvum, z nichz jedna byla 100% shodna s C. parvum Typ A (KP994659)
a druha byla identicka s C. parvum Typ B (KP994663) (Obrazek 6).

Z celkového poctu 8 jedinci pozitivnich na ptitomnost kryptosporidii bylo 7 orangutanti
polodivokych nebo byli chovani v zajeti (Tabulka 10). Na zakladé statistické analyzy dat
nebyl zjistén zadny signifikantni rozdil v pravdépodobnosti nakazy kryptosporidiemi mezi
skupinou orangutanti Zijicich v zajeti a skupinou polodivokych jedincu (p = 0,838;
z =-0,200). Naopak pravdépodobnost nakazy kryptosporidiemi u volné zijicich orangutant
je oproti ostatnim skupindm statisticky vyznamné niz§i (p < 2x10™°% z = -226,050).
Statistické srovnani rovnéz ukazalo vyssi pravdépodobnost nakazy kryptosporidiemi
na Borneu (p < 2x10™°, z =-110,2).
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Obrazek 5: Fylogeneticky strom izolata Enterocytozoon bieneusi ziskanych z orangutanu
v rdmci této studie (vyznaceno Sedé€) s ostatnimi genotypy E. bieneusi na zakladé sekvenci
ITS vytvofeny metodou Maximum-likelihood v programu MEGAG. lzolaty, které byly

nalezeny u nehumannich primatd, jsou vyznaceny tuéné. Znazornény jsou hodnoty podpory

vétvi vice nez 50 % (1000 x bootstrap).
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Obrézek 6: Fylogeneticky strom izolatt kryptosporidii ziskanych z orangutant v této studii
(vyznaCeno Sed€) s ostatnimi druhy a genotypy rodu Cryptosporidium zkonstruovany
na zakladé caste¢né nukleotidové sekvence genu kodujici SSU metodou Maximum-
likelihood v programu MEGAG®. Izolaty, které byly nalezeny u nehumannich primatd, jsou

vyznaceny tu¢né. Znazornény jsou hodnoty podpory vétvi vice nez 50 % (1000 x bootstrap).
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4.1.3 Prevalence a diverzita giardii

Giardia intestinalis byla detekovana pouze v jednom piipadé (0,3 %). Fylogeneticka
analyza sekvence kodujici TPI (tri6zafosfat izomeraza) ukézala pifitomnost asamblaze B
(KR011753), ziskany izolat byl z 99,8 % shodny sG. intestinalis subtypem MB6
(KF679744) (Tabulka 10).

4.2. Optimalizace qRT PCR

Na zaklad¢ testovani vzorkii o zndmé koncentraci spor na 1 g trusu nebo tkané byl spodni

limit pro detekci po¢tu spor E. cuniculi stanovenoven na 10° ve 200 mg biologického
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materialu. Vysledna kalibra¢ni kiivka pro qRT PCR jako piimka zavislosti CT hodnoty
na poctu spor je uvedena na obrdzku 7. Hodnota regresniho koeficientu této ptimky dosahla
hodnoty 0,99.

Obrazek 7: Kalibra¢ni kiivka pro qRT PCR
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4.2.1 Stanoveni po¢tu genu pro B-aktin v organech BALB/c mysi
Pocet kopii genu pro B-aktin v jednotlivych organech mysi byl stanoven experimentalné
pomoci gRT PCR. Vysledna mnozstvi kopii gent pro B-aktin v jednotlivych organech jsou
uvedena vtabulce 11. Nejvyssi pocet kopii geni kodujicich B-aktin v 1 g tkané

v

(2,30x10°).

Tabulka 11: Poéty gent pro p-aktin v organech BALB/c mysi

Organ Pocet genii kédujicich

B-aktin v 1 g organu
7aludek 5,07x10°+2,07x10°
duodenum 2,36x107+1,98x10°
jejunum 4,31x10'+1,42x10°
ileum 3,51x107+3,26x10°
caecum 3,08x107+2,36x10°
colon 3,10x107+6,34x10°
slezina 1,19x107+1,85x10°
jatra 3,71x10"+3,00x10°
ledviny 1,23x10"+1,07x10°
srdce 5,54x10"+3,38x10°
plice 2,40%10"+6,69x10°
mozek 2,30x10%+1,77x10°
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4.3 Experimentalni infekce

4.3.1. Prubéh infekce E. cuniculi u BALB/c mysi — sledovani v trusu

Pritomnost specifické DNA E. cuniculi byla u infikovanych BALB/c mys$i poprvé

prokazana 3. DPI, kdy priméma hodnota ¢inila 2,62x10° spor na 1 g trusu. Primémé

mnozstvi detekovatelné DNA vyloucenych spor se postupné zvysSovalo a dosdhlo maxima

9. DPI (7,04x10° spor na 1 g trusu). Od 9. do 20. DPI se mnozstvi vylu¢ovanych spor

vyrazné neménilo (Obrazek 8).
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Od zahajeni 1écby 20. DPI nebyl u zadné ze sledovanych skupin v prvnich tfech dnech
pozorovan vyrazny pokles ve vyluCovani spor vtrusu svyjimkou mysi 1é¢enych
albendazolem a extraktem z A. fagifolium (Obrazek 8). Od 24.-25. DPI (4 dny po zahdjeni
1é¢by) doslo u vétSiny skupin mysi léCenych extrakty zrostlin a skupiny 1éCené
albendazolem k postupnému zastaveni vylucovani spor E. cuniculi v trusu a dochazelo pouze
k intermitentnimu vyluCovani. Prub¢h infekce u skupin kontrolnich a DMSO mysi byl
po celou dobu experimentu obdobny (Obrazek 8). Nejvétsi efekt na snizeni mnozstvi
vyloucenych spor trusem mél extrakt z D. sumatrana. U této skupiny po 24. DPI jiz nebyla
zjisténa zadna pFitomnost spor v trusu (Obrazek 8).

Pro kazdou skupinu mysi byl rovnéz spocitan pramérny pocet spor, které tato zvirata
vylouéila po dobu od zahajeni 1é¢by (20. DPI) do dne ukonceni experimentu (34. DPI).
Nejvyssi soucet poctu vyloucenych spor v trusu mezi 20. a 34. DPI byl zaznamenan
u kontrolni skupiny (2,36x10°% spor v 1 g v trusu) a skupiny jedinci, kterym bylo podavano
DMSO (2,20x10°spor v 1 g v trusu). U viech ostatnich skupin doglo k vyraznému poklesu

mnozstvi vylouc¢enych spor (Obrazek 9).

Obrazek 9: Pramérny pocet vylou¢enych spor 20.—34. DPI v 1 g trusu u skupin BALB/c

mysi ve srovnani s kontrolni skupinou (kontrolni skupina = 100%)
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Skupina mysi 1é¢ena extraktem z D. sumatrana vyloucila za sledované obdobi o 88 %
spor mén¢ nez kontrolni a DMSO skupina. U ostatnich rostlinnych extraktti byl pokles
v rozsahu 50-70 % (Obrazek 9). U skupiny mysi, kterym byl podavan albendazol, doslo
ke snizeni o 60 % oproti kontrole.

Skupiny mysi se rovnéz navzajem odliSovaly poctem dni, kdy u nich bylo v dobé mezi
20. az 34. DPI zaznamenano vylucovani spor. Kontrolni skupina a skupina, které bylo
podavano DMSO, vyluc¢ovaly celkem 8, respektive 9 dni. Nejnizsi pocet dni (4 dny) po které
1éCeni jedinci vylucovali spory v trusu bylo zaznamenano u skupin s aplikaci extraktu
D. sumatrana a A. fagifolium. Zvifata ostatnich skupin vylu¢ovala spory celkem v 5 dnech
od zahajeni 1é¢by (Obrézek 8).

4.3.2 Kvantifikace spor E. cuniculi v organech infikovanych BALB/c mysi

Po usmrceni mysi 34. DPI byly ze vSech jedincii odebrany vzorky tkdni. Celkem
12 zkoumanych organt kazdého jedince bylo podrobeno QRT PCR, kterd umoZnila
kvantifikovat spory E. cuniculi. Primérné mnozstvi spor pro 1 g kazdého organu v dané
skupiné mysi je zaznamenan v tabulce 12. Pro vSechny jedince byla nésledné spocitana
celkova zaté€z organismu. Tato hodnota byla stanovena jako soucet zjiSténych poctl spor
v 1 g orgéni.

Tabulka 12: Pocet spor E. cuniculi vorganech u skupin BALB/c mysi 34. DPI
(pramérné pocty spor na 1 g tkanéx 10°; smérodatna odchylka pocitana ze tii jedinctt)

Organy Kontrola Albendazol A.thaliana DMSO A. fagifolium S.sumatrana P.betle D.sumatrana

Orgény travici trubice

Zaludek 9,4 11 43 7,0 1,3

duodenum 15 2,5 4,2

Jejunum 5,2 0,5 85,0 6,5 5,9 31
ileum 27,6

cékum 950,0 41,8 922,1

kolon 63,6 9,1 9,8 21,0 95,8

mezisoucet 1021,3+352 - 42,3116 1019+378  20,6%7 30,416 101,740 3,09+3,5
Organy mimo travici trubici

slezina 25,4 0,2 6,4 4,7 5,5 38,5 10,1 13,4
jatra 57 2,4 1440 116,1

ledviny 0,4 2,5 5,9 72,5 1,0 15
srdce 19,8 5,7 28,7 78,7 204,0 36,8
plice 44 0,2 3,0 10,6 146,0 6,15 216,0 40,1
mozek 3,2 0,3 51 16,0 116,0 9,9 12,1 14,5

mezisoufet 53 2+17 0,6+0,5 20,3*11 67,35 304,5+134  349,7+13 559,2+133 106,3+6,6
soucet 1074+341 0,6+0,5 62,5+27 1090+416 325,1+267 384,012 660,8+137 109,410
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Pramérmy pocet spor detekovanych v orgénech se pohyboval mezi hodnotami 1,26x10"
a 9,25x10" na 1 g tkan&, pficemz nejvyssi hodnoty byly zaznamenany v céku u mysi

kontrolni skupiny.

4.3.3 Vliv extrakti na pocet spor v organismu

Nejvétsi pramérna zaté€z organismu byla pozorovana u kontrolni skupiny a skupiny
jedinct, kterym bylo podavano DMSO (1,07x10%a 1,09x10° spor na 1 g tkang; Obréazek 10).
U jedincii z kontrolni a DMSO skupiny bylo detekovano nejvice pozitivnich organa (10/12).
albendazol, zde mnozstvi spor dosahlo 6,50x10" na 1 g tkan& a piitomnost spor byla
prokazana pouze ve tfech organech. U skupiny jedincu s aplikaci A. thaliana bylo
detekovano 6,25x10° spor na 1 g tkang a bylo zjisténo sedm pozitivnich organd.

Primérna zatéz organismu u skupin jedinct, kterym byly podavany zkoumané rostlinné
extrakty, se pohybovala od 1,09x10’ do 6,61x10’ spor na 1 g tkan&. U skupiny mysi, kterym
byl aplikovan P. betle bylo detekovano devét pozitivnich organi, u skupin s podavanim
A. fagifolium a D. sumatrana sedm pozitivnich organi a u skupiny jedincu s aplikaci
S. sumatrana Sest pozitivnich organt.

Pro kaZzdou skupinu mysi byl rovnéz stanoven primérny pocet spor piipadajici
na 1 g zkoumanych organti, ktery byl ziskan jako primér z poctu spor pro kazdy orgén.
Nejvyssi hodnoty byly opét zaznamenany u kontrolni skupiny a skupiny mysi, kterym bylo
podavano DMSO (1,07x10” a 1,09x10’ spor na 1 g tkang). U ostatnich skupin byly
pozorovany niz$i pocty spor oproti kontrolni skupiné (Obrazek 10). U skupin mysi
s podavanim rostlinnych extrakt bylo zaznamendno snizeni ve srovnani s kontrolni
skupinou, a to 0 39 % u skupiny s podavanim P. betle, 0 60 % u skupiny s aplikaci
S. sumatrana, o 66 % u skupiny sA. fagifolium a o 83 % u skupiny s podavanim
D. sumatrana. Nejvétsi rozdily v porovnani s kontrolni skupinou byly zaznamenany
u skupiny jedinct s aplikaci kontrolniho extraktu A. thaliana, kde doslo k poklesu o vice nez
90 % oproti kontrolni skupiné a u skupiny s podavanim albendazolu, kde bylo zaznamenano

snizeni o vice nez 99 %.
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Obrézek 10: Pramérny pocet spor v organech u skupin BALB/c mysi ve srovnani

s kontrolni skupinou (kontrolni skupina = 100 %)
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Vliv podavani 1é¢iva nebo rostlinného extraktu na primérnou zatéz organismu byl ovéten
pomoci statistické analyzy. Ta prokazala signifikantni rozdil v poc¢tu spor E. cuniculi
Vv organech mezi riznymi skupinami BALB/c mysi (F716= 13,12; p = 1,5><10'5). Navazujici
analyzy odhalily vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou mysi, kterym byl
podavén albendazol (p = 1,99x107°) a mezi kontrolni skupinou a skupinou jedinci, kterym
byl podavan extrakt A. thaliana (p = 0,0221). Mezi jinymi skupinami statisticky vyznamné
rozdily zaznamenany nebyly (p = 0,9999-0,2457).

4.3.4 Vliv extraktii na pocet spor v travici trubici a mimo travici trubici

Skupiny mysi se mezi sebou zna¢né odlisovaly poméry pocti spor nalezenych v travici
trubici a mimo ni. U kontrolni skupiny a skupiny mysi, kterym bylo podavano DMSO, byla
vétsina detekovanych spor lokalizovana v travici trubici (71,2-99,2 %). Opacna byla situace
u skupin, kterym byly podavany zkoumané extrakty, kde vétSina spor byla detekovana mimo
travici trubici (87,6-94,2 %).

Vliv rostlinnych extrakti a albendazolu na pocet spor v travici trubici byl posouzen
pomoci statistické analyzy, ktera ukazala vyznamny vliv podavanych extrakti nebo 1é¢iva
na poet spor v zazivacim traktu (F716= 10,76; p = 5,2x107). Navazujici analyzy odhalily
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statisticky signifikantni snizeni po¢tu spor v travici trubici u skupiny jedinci 1é¢enych
albendazolem (p = 2,95x10™) a mezi skupinou, které byl podavén extrakt D. sumatrana
(p = 0,0036) oproti kontrolni skupiné. Ackoli i u jinych skupin bylo pozorovano snizeni
V poctu spor oproti kontrole, statisticky vyznamny rozdil potvrzen nebyl (p = 0,6953—
0,9388).

Mezi skupinami mys$i byly rovnéz zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v poctu
spor mimo travici trubici (F7 16 = 5,24; p = 0,0155). I kdyz mezi kontrolni skupinou a dal§imi
skupinami rozdil zaznamenan nebyl (p = 0,2381-0,9999), statistickd analyza ukazala
vyznamné navySeni poCtu spor u skupiny, které byl podavan extrakt S. sumatrana
(p = 0,0441) nebo extrakt P. betle (p = 0,0287) oproti skupiné s podavanim extraktu
A. thaliana. U téchto jedincd s podavanim S. sumatrana a P. betle bylo pfi pitvé také
makroskopicky zaznamenano vyznamné zvétSeni sleziny az na 300 % oproti kontrolni

skuping.

Obrazek 11: Poméry a absolutni poéty spor E. cuniculi nalezenych v travici trubici
a mimo travici trubici; * statisticky vyznamné snizeni absolutniho poétu spor nalezenych
v travici trubici oproti kontrolni skuping; # statisticky vyznamné navyseni absolutniho poctu

spor mimo travici trubici oproti skupiné s podavanim extraktu A. thaliana
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5. DISKUZE

5.1 Prevalence a diverzita

Lidoopi a lidé sdileji nejen zna¢nou ¢ast genomu a spoleéné piedky, ale také Fadu
patogenti, ktefi mezi nimi mohou byt pienaSeni (Raoult et al. 2012). Tento pienos muze
predstavovat vyznamné riziko nejen pro Cloveéka, ale také pro lidoopy, jez se v soucasné
dobé fadi mezi ohrozené a kriticky ohrozené druhy. Ackoli byly kryptosporidie,
mikrosporidie a giardie podrobné zkoumany u c¢loveéka, u lidoopli se témito parazity
zabyvalo pouze nckolik studii (Nizeyi et al. 1999, 2002, Graczyk et al. 2002, Sak et al. 2014,
2013, 2011, Levecke et al. 2007, Lim et al. 2008, Gillespie et al. 2009, van Zijll Langhout et
al. 2010, Butel et al. 2015). Navic jen malo z nich zahrnuje detailni molekul&rni diagnostiku
a odbér dostate¢ného mnozstvi vzorki, ktery by napomohl odhalit mechanismus Sifeni téchto
paraziti v populacich divokych zvifat. Vyzkum zminénych protist u lidoopl je
komplikovany uz samotnym urovanim prevalence. Obtiznost studia je déna zejména
intermitentnim vylucovanim parazitl, protoze absence parazita v trusu hostitele nemusi
znamenat, ze dany hostitel neni infikovan (Sak et al. 2010, 2011b). Piesné&jsi stanoveni
procenta infikovanych hostitell vyzaduje dlouhodobé&jsi sledovani daného jedince
a opakovany odbér vzorki v delSich ¢asovych usecich. Tento postup je vSak u volné Zijicich
lidoopt jen obtizné realizovatelny. Navic, ackoli vyssi pocet vySetienych vzorkt zvySuje
pravdépodobnost detekce parazita a nepopiratelné ptispiva k hlubSimu poznani diverzity
téchto protist u lidoopd, soucasné komplikuje srovnani s jedinci, u kterych tento opakovany
odbér neni mozny. Nerovnomérnad cetnost vySetfeni zvifat nasledné vede ke zkresleni
pozorovanych prevalenci v jednotlivych studovanych populacich. Toto zkresleni mtize byt
odstranéno jen castecné, a to za pouziti pokroCilych statistickych metod. Studium
parazitofauny orangutani je navic mimotadné slozité v diisledku jejich arborealniho zptisobu
Zivota, vlivem kterého jsou htife pfistupni nez africti lidoopi.

V na$i praci byla poprvé popsana pritomnost mikrosporidii u orangutani. Nejcastéji
detekovanym parazitem a soucasné¢ i mikrosporidii vibec byl Encephalizoon cuniculi
genotyp II, jehoz celkova prevalence dosahla 7 %. Encephalitozoon cuniculi byl zaznamenan
na vSech zkoumanych lokalitach s vyjimkou dvou. Zajimavé je, Zze jednou z téchto lokalit
bez detekovanych piipadi E. cuniculi byla i rchabilitaéni stanice na Borneu, kde byla
vySetiena téméf polovina ze vSech zkoumanych jedincti. U orangutani v kontaktu

s ¢lovékem bylo na pfitomnost E. cuniculi pozitivnich 4,8 % jedinct, u divokych orangutanti
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byla zjisténa prevalence 14,9 %. I ptes pozorovany rozdil statistickeé analyzy vliv kontaktu
s ¢lovékem na prevalenci tohoto parazita nepotvrdily. Prevalence E. cuniculi zaznamenana
u polodivokych orangutani a orangutant V zachranné stanici byla niz8$i, neZ bylo
pozorovano Vv obdobnych studiich u habituovanych africkych lidoopt (Sak et al. 2011,
2014). V publikaci, ktera se zabyvala mikrosporidiemi ve 13 evropskych zoologickych
zahradach a dvou africkych rezervacich, prevalence tohoto parazita dosahla 39 % u goril
a 21 % u Simpanzt (Sak et al. 2011). Rovnéz u goril horskych ve zvySeném kontaktu
s ¢lovékem bylo zjisténo vyssi procento nakazenych jedinctd, a to 11 % (Sak et al. 2014).
Ackoli vétSina orangutant pozitivnich na E. cuniculi pochédzela ze Sumatry, statistické
analyzy nepotvrdily vyssi pravdépodobnost ndkazy na tomto ostrové ve srovnani s Borneem.
Encephalitozoon cuniculi genotyp | a genotyp Ill, stejné jako ostatni druhy rodu
Encephalitozoon (E. intestinalis a E. hellem), které byly v minulosti detekovany u Simpanzt
a goril, v nasi studii nebyly nalezeny (Reetz et al. 2004, Sak et al. 2011, 2013, 2014, Juan
Sallés et al. 2006).

Dalsi zaznamenanou mikrosporidii byl Enterocytozoon bieneusi, ktery byl jiz dfive
detekovan u africkych lidoopu (Sak et al. 2011, 2013, 2014). V této studii byl pozorovéan
u 2 % jedinct, coz je ve shod¢ s prevalenci pozorovanou u Simpanzi Zijicich v zoologickych
zahradach, ktera cinila 2,6 % a také s mirné vySS$i prevalenci zaznamenanou u goril
nizinnych, kde byl E. bieneusi pozorovan u 4 % zvitat (Sak et al. 2011, 2013). U goril
horskych byl E. bieneusi nalezen u 18 % z nich (Sak et al. 2014). Procento pozitivnich
jedinct se na jednotlivych lokalitach pohybovalo od 0 do 11,7, pfi¢emZ na vétsiné lokalit byl
zaznamenan jeden pfipad infekce, v Ketambe byly zjistény dva piipady a na lokalitdich Suaq
a Sabangau tento parazit zaznamenan nebyl. Detekovany byly celkem dva rizné genotypy
E. bieneusi — genotyp D a nové popsany genotyp Pongo 2. Pfitomnost genotypu Pongo 2
byla prokdzdna pouze v jednom piipadé, a to u orangutana ze z&chranné stanice.
Ve fylogenetické analyze tento genotyp klastroval s genotypem V, ktery byl v minulosti
nalezen u HIV pozitivniho pacienta a spole¢né s fadou genotypii nalezenych u africkych
lidoopu (genotypy Gorilla 1-2 a 4-8, EpbA a C) spadé do hostitelsky nespecifické skupiny 1
(Thellier et Breton 2008), jejiz zastupci maji zoonoticky potencial a mohou predstavovat
riziko pro ¢lovéka. Stejné jako v pripadé E. cuniculi nebyl u E. bieneusi shledan zadny vliv
kontaktu orangutanti s ¢lovékem na pravdépodobnost vyskytu tohoto parazita.

Ackoli byly kryptosporidie v minulosti u orangutant zaznamendny ve dvou publikacich,
jednalo se pouze o popis na zdkladé morfologie bez zafazeni do druhu a nésledné

genotypizace (Foitova et al. 2005, Lim et al. 2008). Urceni Kkryptosporidii za pouziti
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celkem u osmi jedincii, celkova prevalence tak dosdhla 2,7 %. VétSina nalezi pochéazela
od jedinct ze zachranné stanice, jeden ptipad byl zjistén u polodivokého jedince z Tanjung
Puting a jeden u divokého orangutana na lokalit¢ Suaq. Ve dvou pfipadech se jednalo
o C. parvum, identifikovany byly dva typy: C. parvum typ A a mén¢ Casty C. parvum typ
B. Cryptosporidium parvum typ A byl 100% shodny s izolaty ziskanymi z telat, koz, yaka
a ¢loveéka (Satoh et al. 2005, Keshavarz et al. 2009, Mi et al. 2013, 2014). Druhy ziskany
izolat vykazoval 100% shodu s Cryptosporidium parvum typ B, ktery detailné popsal
Le Blancg (1997), byl v minulosti nalezen u nékolika velmi odlisnych hostiteld —
imunokompetentniho a  imunosuprimovaného pacienta, kapybary (Hydrochoerus
hydrochaeris) a gekonéika (Eublepharis macularius) (Soba et al. 2006, Meamar et al. 2007,
Meireles et al. 2007, Pedraza-Diaz et al. 2009). Podobn¢ jako v piedeslé studii zabyvajici se
africkymi lidoopy bylo C. parvum nalezeno pouze u jedincu, kteti byli v kontaktu
s Clovékem (Graczyk et al. 2001). Dalsim nalezenym druhem v této studii byl
Cryptosporidium muris, jenz byl zaznamenan celkem u Sesti jedinct. Ziskané sekvence byly
100% shodné se sekvenci nalezenou u krysy a gorily horské (Satoh et al. 2003, Sak et al.
2014). Ackoli je C. muris povazovan za puvodce zalude¢ni kryptosporididozy hlodavci, byl
nalezen také u mnohych dalsich zivo¢ichii — damani a velbloudti (Morgan et al. 2000), ziraf
(Kodadkova et al. 2010), pstrost (Qi et al. 2014), kocek (FitzGerald et al. 2011), tulenti
(Santin et al. 2005) a primati véetné ¢lovéka (Dubey et al. 2002). V nasem piipad¢é vsak
nemiizeme vyloucit pouhou pasaz oocyst zazivacim traktem orangutanti. Skutecnost, ze
vétsina naleztt C. muris v této praci pochazi od jedinci ze zachranné stanice, je mozné
vysvétlit zvySenym kontaktem orangutanii s hlodavci a predevS§im s jejich trusem,
ke kterému v tomto prostfedi mize dochazet. Cast&jsi detekce kryptosporidii u jedinct
Vv zajeti mlUze byt také zplsobena stresem, ktery na zvifata v zachranné stanici plsobi,
asnim spojenou vySsi produkci kortizolu, kterd vede ke snizeni imunity u stresovanych
jedinct (Shutt et al. 2012). Pfitom paradoxné kli¢ovou roli v projektech zachrany orangutanti
hraji spolecné s ochranou jejich pfirozeného biotopu procesy rehabilitace a nasledné
reintrodukce jedincli z ilegdlniho drzeni zpét do volné piirody, pii kterych jedinci
Vv reintrodukénich stanicich Casto ziji v nepfirozenych podminkach, které dovoluji snadny
pfenos patogenii a mohou tak pro tato zvifata predstavovat vyznamné riziko. Rovnéz
zavleceni patogenil s reintrodukovanymi jedinci do naivnich populaci miZze vystavit tato
ohrozena zvirata znacnému nebezpeci (Kilbourn et al. 2003). Vyssi pravdépodobnost nakazy

kryptosporidiemi u skupin polodivokych jedinct a u jedinci Zijicich v zajeti v porovnani
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se skupinami divokych orangutanii prokazala také statistickd analyza. Mezi skupinou
polodivokych jedincii a orangutanii zijicich v zajeti tento rozdil prokdzan nebyl. Tyto
vysledky jsou v souladu s dfive publikovanymi pracemi riiznych autort, které ukazuji na
vy$8i prevalenci kryptosporidii u primatt Zijicich v zajeti (Graczyk et al. 2001, 2002, Nizeyi
et al., 2002, van Zijll Langhout et al. 2010). Na druhou stranu statistické analyzy tento vliv
Vv pfedchozich studiich u africkych lidoopt nepotvrdily, ackoli vétSina pozitivnich nélezt
byla tehdy zaznamenana u jedinci ve zvySeném kontaktu s ¢lovékem (Sak et al. 2013,
2014). Neprtikaznost analyz byla ddna omezenym poctem vySetfovanych vzorkl a nizkou
zaznamenanou prevalenci.

V nasi studii byla také u zkoumanych jedinct zjisténa vyssi pravdépodobnost ndkazy
kryptosporidiemi na Borneu ve srovnani se Sumatrou. Tento vysledek je ovSem
pravdépodobné zplsoben tim, Ze na Borneu byla vétSina pozitivnich vzorkll ziskéna
ze zachranné stanice, kdezto material od orangutant v natolik blizkém kontaktu s ¢lovékem
ze Sumatry nebyl k dispozici.

V soucasné dobé rozlisujeme celkem osm asamblazi G. intestinalis, které se navzajem lisi
svou hostitelskou specifitou (Monis et al. 2009). Zatimco asamblaze A a B jsou povazovany
za zoonotické a jsou infekéni pro Siroké spektrum hostitelil, které zahrnuje primaty véetné
¢loveéka, domadci 1 divoka zvifata; asamblaze C aZ H jsou tzce hostitelsky specifické. Ackoli
bylo u orangutani v minulosti zaznamenano nékolik pfipadi G. intestinalis, zatazeni
do asamblazi nezahrnovaly (Cummings et al. 1973, Stafford et al. 1979, Mul et al. 2007,
Labes et al. 2010). V nasi praci byl detekovan pouze jeden jedinec infikovany giardiemi (0,4
%), a to na lokalit¢ Bukit Lawang. Tento ojedin€ly vyskyt je v souladu s nizkou nebo
nulovou prevalenci zjisténou v pfedchozich studiich u africkych lidoopii (Nizeyi et al. 2002,
Sak et al 2013, 2014). Na zaklad€¢ provedenych fylogenetickych analyz nalezeny izolat
nalezi do asamblaZze B subtypu MB6 neddvno zaznamenaného u makaka rhesus Zijiciho
v zajeti (Karim et al. 2014). Ackoli je detekce G. intestinalis asamblaze B ve shodé
s prevahou ndlezii této asambldze u primatd, u africkych lidoopi byla doposud popsana
pouze asamblaz A (Sak et al. 2013, Nizeyi et al. 2002, Ryan et Caccio 2013). Vzhledem
k tomu, ze nalezeny izolat pochazi z Bukit Lawang, tedy z lokality, kde dochéazi ke kontaktu
orangutand s ¢lovékem, je mozné, ze zde doslo k pfenosu giardii z lidi na lidoopy. Pfenos
giardii mezi ¢lovékem a primaty predpoklada i né€kolik predchozich studii (Johnston et al.
2010, Lalle et al. 2005, Graczyk et al. 2002), nicmén¢ nebyl v zddné z nich spolehlivé
prokdzan. Pfitomnost giardii byla zaznamenana jak u domorodého obyvatelstva Indonésie

a Malajsie (Mahdy et al. 2008, Al-Mekhlafi et al. 2005, Choy et al. 2014), tak u zvifat,
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jejichz aredl rozSifeni se piekryva s aredlem rozsifeni studovanych jedinci — outloni
(Nycticebus spp.) a makakt (Majewska et Kasprzak 1990, Karim et al. 2014). Bohuzel
na zakladé¢ jediného nalezu u orangutant bez vysetieni domorodého obyvatelstva a populaci
divokych zvifat nelze posoudit mechanismus Sifeni tohoto parazita a rezervoar infekce
zUstava nejasny.

Piestoze vysledky této prace prokazaly piitomnost studovanych paraziti u orangutant
na témer vSech studovanych lokalitach, informace o patogenité¢ zminénych protist u téchto
kriticky ohrozenych hostitelii stale chybi. Velmi obtizné je rovnéz posouzeni vlivu kontaktu

lidoopii s ¢lovékem na prevalenci téchto patogent a nasledné hodnoceni rizik, ktera z n¢j

vyplyvaji.
5.2 Experimentalni infekce

Enterocytozoon cuniculi je nejlépe prostudovanou mikrosporidii savci; doposud byl
popsan u vice nez 30 druhd z nich (Cali et al. 2011). V této studii byl rovnéz zaznamenan
u orangutanti, u nichz byl nejcastéji detekovanym parazitem vubec. I kdyz je vétSina
diagnostikovanych mikrosporidiéz u ¢loveka a lidoopli zptisobena druhem Enterocytozoon
bieneusi, vyzkum mikrosporidii je zaméfen pravé na E. cuniculi, pro jehoz studium existuje
nejen vhodny zvifeci model, ale soucasné¢ muze byt také tspésné péstovan v bunécénych
kulturach. Ke slozitosti studia tohoto parazita v modelech in vivo ov§em vyznamné piispiva
jeho diseminace do témetr vSech orgdnd hostitele (Mertens et al. 1997). Pribéh infekce
E. cuniculi v imunokompetentnim hostiteli a §ifeni tohoto agens v jeho organismu byl
popsan v piedeslé studii, v niz byl sledovan prubéh infekce na modelu BALB/c mysi
(Kotkova et al. 2013). U vysetiovanych jedinct dochazelo k postupné diseminaci infekce
E. cuniculi do jednotlivych organt. Zatimco 7. DPI byly spory zaznamenany pouze Vv ileu,
ve 21. DPI byly spory prokazany jiz v sedmi organech. Nejvice infikovanych organti bylo
pozorovano 35. DPI, kdy byly spory detekovany ve vSech testovanych organech s vyjimkou
zaludku. Od tohoto dne byl opét pozorovan postupny pokles v poctu infikovanych orgdnti az
do ukonceni pokusu 56. DPI. V tento den byla pfitomnost spor zaznamenina pouze
ve sleziné. Zminéna studie tedy prokazala akutni fazi infekce E. cuniculi mezi 21. DPI a 35.
DPI. Uvedenych poznatkii bylo vyuzito v naSi praci a zkoumané rostlinné extrakty byly
podavany pravé v tomto Casovém rozpéti. Ve shodé s praci Kotkove a kolektivu (2013) byla
u kontrolnich skupin myS$i bez podéavani rostlinnych extrakti ve 34. DPI detekovana

ptitomnost spor E. cuniculi téméf ve vSech zkoumanych organech. Infekce nebyla
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zaznamenana pouze Vv ileu a jatrech. Nejvetsi mnozstvi spor bylo nalezeno v céku, v némz
jejich pocet mnohonasobné pievySoval poCty spor v ostatnich organech. Z organi mimo
gastrointestindlni trakt byla nejvétSi intenzita infekce zjisténa ve sleziné. U skupiny
s podavanim roztoku DMSO, u které byl prubéh infekce téméf shodny s pribéhem
pozorovanym u kontrolni skupiny, bylo rovnéz detekovano nejvétsi mnozstvi spor v céku
a z organil mimo gastrointestindlni trakt v mozku.

Od kontrolni skupiny mysi se nejvice odliSovala skupina, které byl podavan derivat
benzimidazolu albendazol. Ac¢koli je albendazol ve veterinarni i klinické mediciné pouzivan
zejména jako Sirokospektralni anthelmintikum, prokadzana byla i jeho ucinnost proti
nékterym z protist véetné mikrosporidiovych infekci zptisobenych E. cuniculi (EInima et al.
1981, Weiss et al. 1994). Nicméné fada studii poukazuje na to, Zze 1é€ba albendazolem
nemusi byt zcela G€innad a nemusi vést k Gplnému vymizeni spor z tkani (Kotkova et al.
2013, Lallo et al. 2013, Hocevar et al. 2014). Tyto poznatky jsou ve shod¢ s nasi praci, v niz
bylo i po podavani maximalni doporu¢ené davky albendazolu pozorovano malé mnozstvi
spor pietrvavajici ve slezing, plicich a mozku. V organech gastrointestindlniho traktu
po 1é¢bé albendazolem zadné spory detekovany nebyly. Na skute¢nost, ze spory E. cuniculi
mohou byt pfitomny v organech jinak zdravych imunokompetentnich jedinctli a 1 pfitomnost
malého mnozstvi spor miZe po imunosupresi organismu vést k rozvoji vazné infekce,
upozoriiuji dvé nedavno publikované prace (Hocevar et al. 2014, Ladapo et al. 2014).
V téchto publikacich byl popsan ptenos E. cuniculi skrze transplantované organy od
asymptomatickych darct, které v imunosuprimovaném organismu recipientd vyvolaly
systémové onemocnéni. Obdobna situace byla demonstrovana ve studii Kotkové a kolektivu
(2013), ktera sledovala vliv podavani albendazolu na infekci E. cuniculi u BALB/c mysi.
Ackoli byla po dvou tydnech 1écby mezi 28. a 42. DPI zjisté€na piitomnost spor ve sleziné
a mozku, 56. DPI spory nebyly zaznamenany v zadném z vySetfovanych orgénd. Nicméné
po imunosupresi téchto jedinci od 56. DPI doslo k opétovnému rozvoji infekce, ktery
ukazuje na pfitomnost malého mnozstvi spor v organismu i po ukonceni 1écby
albendazolem. Nase pozorovani spole¢n¢ s uvedenymi publikacemi jednoznacné ukazuje
na nutnost stanoveni optimalniho davkovaci schématu pfi 1écbé infekei E. cuniculi a zaroven
hledani novych potencionalnich 1éc¢iv.

Napadna je rozdilnost n¢kterych vysledkl nasi prace a studie Kotkové a kolektivu (2013).
V publikaci téchto autori byla zaznamenana vyrazné nizsi frekvence vyluCovani spor
E. cuniculi v trusu u jedinci se standardnim prubéhem infekce a také mensi pocet

infikovanych organi u mysi po 1écbé albendazolem. Zatimco Kotkova s kolektivem
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detekovala spory v trusu pouze 5.—7. DPI a nasledné¢ 20. DPI (po dobu ¢tyt dntt), v nasi praci
bylo ve stejném ¢asovém useku pozorovano vylucovani spor od 3. do 25. DPI a naposledy
byla ptitomnost spor zaznamenana 32. DPI (spory byly tedy v trusu detekovany po dobu 25
dni). Rozdilné pozorovani v téchto dvou studiich je nejspiSe dano vyssi zachytnosti qRT
PCR ve srovnani s nested PCR pouzitou v predchézejici studii. Tento predpoklad mize
vysvétlovat i detekce spor v plicich u jedinct po 1é¢bé albendazolem, které nebyly v praci
Kotkové a kolektivu zaznamenany. Kvantitativni real-time PCR tedy umozZnila nejen
i) kvantifikaci spor v trusu a tkanich, ale také ii) zvySeni detek¢niho limitu spor. Tyto dva
aspekty vyznamné piispély k ucelenéjsi piedstavé o prubéhu infekce E. cuniculi u BALB/c
mysi.

U vSech ze studovanych extraktii byl pozorovan vliv na prib¢h infekce. Nejvétsi vliv
na redukci infekce E. cuniculi m¢l extrakt D. sumatrana. U skupiny s podavanim tohoto
extraktu byl ve srovnani s kontrolni skupinou pozorovan nejen znaény pokles poctu
vylou¢enych spor v trusu, ale také signifikantni snizeni poctu spor v organech
gastrointestinalniho traktu. Diospyros sumatrana je dievina ¢eledi Ebenaceae vyskytujici
se na Uzemi Indo¢iny a Malajsie a jeji farmakologické ucinky doposud nebyly zkoumany
v zadné publikaci. Znacny pokles poCtu spor v organech gastrointestinalniho traktu byl
pozorovan i u dalSich studovanych rostlin, oviem tyto rozdily se neukazaly byt statisticky
vyznamné. Pfestoze vSechny testované rostlinné extrakty zpusobily celkovy pokles poctu
spor v organismu, u extrakti Piper betle a Shorea sumatrana bylo zjisténo signifikantni
navyseni poCtu spor v organech mimo gastrointestinalni trakt ve srovnani se skupinou, které
byl podavan extrakt A. thaliana. U téchto skupin mysi byla pfi pitvé také pozorovana
splenomegalie, ktera pravdépodobné souvisela se zvySenou migraci bunék imunitniho
systemu do sleziny, kde dochazi ke zrani B lymfocytt produkujicich protilatky. Ackoli
se protilatky v imunitni odpovédi proti mikrosporidiim neuplatiiuji, dochazi k jejich zvysené
produkci vlivem polarizace imunity smérem k Th2 funkéni imunitni odpovédi (Didier et
Bessinger 1999). Shorea sumatrana je kriticky ohroZena dipterokarpni dfevina svym
vyskytem omezend pouze na Sumatru a Thajsko. Jeji farmakologické ucinky nebyly doposud
popsany v zadné publikaci. Naopak Piper betle (pept betelovy) patii mezi hojné studované
rostliny s Sirokym vyuzitim v lidovém 1é¢itelstvi (Singh et al. 2009). Vysledky studii rovnéz
ukazuji na jeho farmakologické Ucinky, antimikrobidlni a protizdnétlivou aktivitu (Sarkar
et al. 2008, Singh et al. 2009). V pokusech in vitro byl zaznamenan ucinek této rostliny proti
Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis a Leishmania donovani a v modelech in vivo vliv

na sniZzeni infekce Brugia malayi (Sawangjaroen et al. 2006, Sarkar et al. 2008, Singh et al.
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2009). Velmi piekvapivy byl pozorovany vliv rostlinného extraktu A. thaliana na sniZeni
poctu spor v tkanich, u této skupiny efekt na pocet spor o¢ekavan nebyl a doposud u néj
nebyly zjistény zadné antiparazitarni ucinky. Do experimentu byl zafazen pouze jako
negativni kontrola, ackoli v obdobnych studiich pfi vyzkumu vlivu rostlinnych latek
na parazitarni infekci kontrolni skupiny jedincti s podavanim rostlin bez potencionalniho
farmakologického G¢inku zafazovany bézné nejsou (Tripathi et al. 1999, Singh et al. 20009,
Hewawasam et al. 2004, Squires et al. 2011).

Ackoli vysledky této prace ukazuji na vyznamnou redukci poctu spor E. cuniculi
u jednoho ze zkoumanych extraktli, potvrzeni tohoto zévéru jednoznacné vyzaduje dalsi
studium. Tento vyzkum vSak narazi na fadu potizi — jednim ze zasadnich problémi je
davkovani rostlinnych extrakti, jelikoz neznalost u¢inné latky a jeji koncentrace v extraktu
pfimo vyluc€uje urcit jeji vhodnou davku. V podobnych studiich je tato situace feSena jako
podavani rostlinnych extrakti naslepo v nékolika odliSnych davkach, jez se vétSinou
pohybuji mezi 50 az 1000 mg extraktu/kg vahy jedince (Tripathi et al. 1999, Hewawasam et
al. 2004, Singh et al. 2009, Squires et al. 2011). V nasi studii byla zvolena praimérna hodnota
400 mg extraktu/kg vahy zvifete. OvSem ukazuje se, Ze stejna rostlina podavand v riznych
mnozstvich mize mit vliv pouze Vv jedné z davek, pficemz ve vysSich nebo nizSich
mnozstvich mit Zadny vliv nemusi (Tripathi et al. 1999, Squires et al. 2011). Jinym
problémem je vybér vhodného rozpoustédla rostlinného extraktu, v némz dochazi k izolaci
ucinnych latek. V této praci byl pouZzit pouze methanolicky extrakt rostlin a dal§i mozna
rozpoustédla testovana nebyla. Tyto aspekty, podavani rostlinnych extraktli v rozdilnych
davkach a rozpoustédlech, budou zahrnuty do navazujicich experimenti pii testovani
rostliny D. sumatrana, u které byl v této studii pozorovan nejvétsi vliv na redukei infekce

E. cuniculi.
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6. ZAVERY

1) U orangutant byla poprvé zaznamenana pfitomnost mikrosporidii, kryptosporidii a giardii
pomoci molekularnich metod. Byly detekovany druhy Encephalitozoon cuniculi genotyp
I, Encephalitozoon bieneusi genotyp D a E. bieneusi Pongo 2, Cryptosporidium muris,

C. parvum Typ A, C. parvum Typ B a Giardia intestinalis subtyp MB6.
2) Polodivoci orangutani a jedinci Zijici v zajeti jsou vystaveni vyssimu riziku infekce
kryptosporidiemi nez divoci jedinci. Nebyl prokdzan vliv stupné kontaktu s ¢lovékem

na vyskyt mikrosporidii.

3) Citlivost reakce pro detekci spor E. cuniculi pomoci qRT PCR ve 200 mg trusu nebo

tkang byla stanovena jako 10°.

4) Rostlinny extrakt z Diospyros sumatrana signifikantné snizoval pocéet spor E. cuniculi

Vv travici trubici u BALB/c mysi s infekci E. cuniculi oproti kontrolni nelécené skupiné.

5) Extrakty z Shorea sumatrana a Piper betle vyznamné zvysily absolutni pocet spor

E. cuniculi v organech mimo travici trubici ve srovnani s kontrolnimi 1é¢enymi skupinami.

6) Ziskané vysledky naznacuji potencialni farmakologické ucinky pouzitych extraktd,

predevsim extraktu z Diospyros sumatrana, ktery bude pfedmétem dalsiho studia.
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