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1. Uvod

1.1. Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou eukaryotni obligatni vnitrobunécni paraziti vyskytujici se
nejcastéji u hmyzu a korysu, ale lze je nalézt u vSech zivocisSnych kment. Dosud bylo
popséano pies 1200 druhii mikrosporidii v pfiblizné 150 rodech (Keeling and Fast 2002).
Jsou piibuzné houbam (Fungi), coZ je vSeobecné pfijimano na zéklad€ fylogenetickych,
cytologickych a biochemickych studii, avSak ptfesny charakter tohoto fylogenetického
vztahu je stale nejasny (Peer et al. 2000, Keeling 2003, Thomarat et al. 2004, Fischer and
Palmer 2005, Gill and Fast 2006). Nedavna analyza postavend na porovnavani struktury
genomi mikrosporidii a rtznych linii hub odhalila konzervované lokusy mezi
mikrosporidiemi a zygomycetami. To podporuje hypotézu, ze mikrosporidie jsou pravé
houby, které se vyvinuly z predka zygomycet (Lee et al. 2008).

Stejné jako v minulosti, tak 1 vsoucasné dobé maji mikrosporidie znacny
ekonomicky dopad na tropické sladkovodni rybarstvi, komeréni chov ryb, hedvabnictvi
i veéelatstvi (Wittner 1999). Velky nardst poctu mikrosporidiovych infekei u lidi byl
zaznamenan v devadesatych letech minulého stoleti ve spojeni se Sifenim pandemie
syndromu ziskané imunitni nedostatecnosti (Acquired Immune Deficiency Syndrome,
AIDS). Od té doby bylo popsano n¢kolik novych rodit a druhti mikrosporidii schopnych
infikovat cClovéka a mikrosporidie se staly medicinsky vyznamnymi parazity
u imunosuprimovanych jedincti.

Adaptace mikrosporidii k parazitismu vyustily v mnozstvi redukei, at’ uz na Grovni
genomové, biochemické nebo bunécné. Mikrosporidie byly diive oznacovany jako
amitochondridlni organismy, ale byl u nich nalezen gen pro HSP70 (heat shock protein),
coz naznacuje, ze se mikrosporidie vyvinuly z pfedka majiciho mitochondrie (Peyretaillade
et al. 1998). Navic byly v Trachipleistophora hominis popsany ovalné organely s dvojitou
membranou o piiblizné velikosti 50 x 90 nm, které jsou povazovany za reliktni
mitochondrie (Williams et al. 2002). Mitochondrie mikrosporidii jsou silné¢ redukované,
chybi jim ATP syntéza a dalsi typické funkce, a ziejmé obsahuji pouze zlomek proteinti
normativni mitochondrie (Waller et al. 2008). Mikrosporidiim chybéji hydrogenosomy,
peroxisomy a klasicky Golgiho aparat, zato vSak maji typické eukaryotni jadro,
vnitrobunéény membranovy systém a cytoskelet. Mitoticky a meioticky se déli pomoci

mitotického vieténka a neobsahuji centrioly (Vavra and Larsson 1999).



Mikrosporidie maji extrémné maly genom, v ramci druhti se pohybuje od 2,3 Mbp do
19,5 Mbp, s kratkymi spacery a omezenym vyskytem repetitivnich tsekit DNA (Keeling
and Fast 2002). Pfestoze mikrosporidie patii mezi eukaryota, maji ribozomy prokaryotniho
typu (70S), sestavajici z velké podjednotky 23S a malé podjednotky 16S. Typicky
eukaryotni 5,8S ribozomalni RNA (rRNA) je spojend se zbytkem velké podjednotky
rRNA, coz bylo dosud pozorovano jen u mikrosporidii (Peer et al. 2000).

Infekénim stadiem mikrosporidii je spora (obr. 1), ktera je znacné rezistentni vici
vnéjSimu prostfedi. V ramci celého kmene se velikost spory pohybuje v rozmezi 1 az
40 pm. Zrald spéra obsahuje vystfelovaci aparat, ktery je pro mikrosporidie typicky
a sklada se z posteriorni vakuoly, vyrazné pozménéného Golgiho aparatu zvaného
polaroplast a polové trubice, kterd je v anteriorni ¢asti spory upevnéna tzv. kotevnim
diskem. Pdlova trubice je dlouha, dutd a stocend do 4 az 30 zavitii kolem sporoplazmy
spory v zavislosti na druhu mikrosporidie (Vavra and Larsson 1999). Sporoplazma muze
mit v ramci rodu jedno jadro, nebo dvé priléhajici jadra nazyvajici se diplokaryon (Vavra

1976).

Obr. 1: Schéma spdry mikrosporidii rodu Nosema
(podle Ergens and Lom 1970)

a - kotevni disk

c - cytoplazmatickd membrana
e - exospora

en - endospodra

n - jadro

p - polaroplast

pt - polova trubice

s - sporoplazma

v - posteriorni vakuola

Jestlize se spora dostane do vhodného hostitele, injikuje sporoplazmu ze spory do
hostitelské buniky. V novém hostiteli sporoplazma dozrava v meronta, ktery se dale déli na
dcefinné meronty. Dals$i fdze mnoZeni, sporogonie, zahrnuje d€leni sporontl a jejich
dcefinnych bunék dokud nevytvoii kone¢ny produkt: sporoblast. Sporoblast dozrava
a méni se na spoéru (Vavra and Larsson 1999).

Mezi mikrosporidie zpisobujici onemocnéni ¢loveéka patii druhy z rodu Brachiola,

Encephalitozoon,  Enterocytozoon, = Nosema,  Pleistophora,  Trachipleistophora



a Vittaforma. Nejcastéji diagnostikovany druh je Enterocytozoon bieneusi nasledovany
Encephalitozoon intestinalis, E. hellem a E. cuniculi. Onemocnéni se projevuje predev§im
u imunodeficientnich pacientli, napt. pacientii s AIDS, proto jsou také tyto mikrosporidie
fazeny mezi oportunni parazity. U imunokompetentnich osob probihaji infekce vétSinou
inaparentn¢. Piestoze u vétSiny zaznamenanych piipada lidskych mikrosporidioz je uvadén
jako hlavni klinicky pfiznak prijem, tedy stievni mikrosporidioza, spektrum onemocnéni
zpisobené témito organismy se rozrustd a zahrnuje infekce skoro vSech orgénovych
systémi. Muze se vyskytnout keratokonjunktivitida, hepatitida, myositida, encefalitida,
sinusitida, nefritida, pneumonie a diseminovan¢ infekce (Weiss 2003).

Diky rozvijejicim se diagnostickym metoddm byly mikrosporidiové infekce
rozpoznany u Sirokého spektra lidské populace zahrnujiciho pacienty s AIDS, pacienty po
transplantaci organti, cestovatele, déti, nositele kontaktnich Cocek a starsi lidi (Didier

2005).

1.2. Mikrosporidie u ptaku

1.2.1. Hostitelské spektrum
S pfibyvajicimi znalostmi se ukazuje, ze mikrosporidie jsou pomérné Casté jak u ptaki
volné 7zijicich, tak i v zajeti chovanych a spektrum ptacich hostitelll se stile rozrista.
U volné zijicich ptaka byly doposud detekovany 4 druhy mikrosporidii. Encephalitozoon
hellem byl nalezen u holubti domacich (Columba livia) (Haro et al. 2005, Bart et al. 2008),
u kachen divokych (Anas platyrhynchos), labuti velkych (Cygnus olor), hus velkych
(Anser anser), labuti ¢ervenokrkych (Cygnus melanocoryphus), vrany obecné (Corvus
corone), holuba nikobarského (Caloenas nicobarica), labut'¢ cerné (Cygnus atratus),
labut'¢ koskoroby (Coscoroba coscoroba) a jefaba paviho (Balearica pavonina)
(Slodkowicz-Kowalska et al. 2006), u papuchalkti ¢ernobradych (Fratercula corniculata)
(Tocidlowski et al. 1997) a u kalypty rizovohlavé (Calypte anna), kolibtika ¢ernobradého
(Archilochus alexandri) a kolibiika kalifornského (Selasphorus sasin) (Snowden et al.
2001). Encephalitozoon cuniculi, E. intestinalis a Enterocytozoon bieneusi byl zaznamenan
u holubti doméacich (Haro et al. 2005, Haro et al. 2006, Lobo et al. 2006, Graczyk et al.
2007, Bart et al. 2008) a E. intestinalis navic u husy domaci (Anser anser f. domestica)
(Slodkowicz-Kowalska et al. 2006).

V podstatné $irSim hostitelském spektru byly mikrosporidie identifikovany u v zajeti

chovanych ptaktl. Prevaznou vétSinu tvoii ptaci ztadu Psittaciformes. Nejcastéji



detekovanou mikrosporidii u exotickych ptaka je druh E. hellem. Ten byl diagnostikovan
u andulek vinkovanych (Melopsittacus undulatus) (Black et al. 1997, Slodkowicz-
Kowalska et al. 2006), u dvou uhynulych papouskd riznobarvych (Eclectus roratus)
(Pulparampil et al. 1998), u loriho rudocelého (Chalcopsitta scintillata) (Suter et al. 1998),
u klinicky zdravych agapornisi ruzohrdlych (Agapornis roseicollis), agapornist
Skraboskovych (A. personata) a agapornist Fischerovych (A. fischeri) (Snowden et al.
2000, Barton et al. 2003), u 2 roky starého kakadu bilého (Cacatua alba) trpiciho
keratokonjunktivitidou (Phalen et al. 2006), u mladého pstrosa (Struthio camelus), coz byl
prvni ptipad infekce E. hellem u tadu, ktery nepatii mezi papousky (Gray et al. 1998,
Snowden and Logan 1999) a u mlad’at amadiny Gouldové (Erythrura gouldiae) z fadu
Passeriformes (Carlisle et al. 2002).

Mikrosporidie E. cuniculi byla u exotickych ptakt detekovana pouze v jediném
piipadé. Jednalo se o ve venkovnim prostiedi odchycenou korelu chocholatou (Nymphicus
hollandicus), ktera pravdépodobné ulétla svému chovateli (Kasickova et al. 2007). Dalsi
ptaci hostitel, u kterého byl zaznamenan E. cuniculi je kur domaci (Gallus gallus).
Infikovana byla ¢tyfmésicni kufata nosného plemene, doméci kohout a devét slepic (Reetz
1993). V ramci jiné studie bylo vysetiovano 100 kufecich embryi, pfi¢emz
40 % z nich bylo pozitivnich (Reetz 1999).

Enterocytozoon bieneusi byl doposud z exotickych ptakti zaznamenan u papouska
Sedého (Psittacus erithacus), korely chocholaté (Nymphicus hollandicus), agapornise
Fischerova (A. fischeri) a astrilda rakosniho (Neochmia ruficauda) (Lobo et al. 2006). Dale
byl jesté detekovan u pét tydnu starych brojleri (Gallus gallus) z driibezich jatek (Reetz et
al. 2002) a nedavno i u nékolika druhti sokolti ze soukromého chovu (Miiller et al. 2008).

Prestoze E. intestinalis byl zachycen u voln¢ zijicich ptakt (Haro et al. 2005,
Slodkowicz-Kowalska et al. 2006, Bart et al. 2008), neni zndm zadny piipad infekce

u exotickych ¢i v zajeti chovanych ptaki.

1.2.2. Prevalence

Nejvice dat o vyskytu mikrosporidii bylo ziskdno z vysledkl vySetfovani méstskych
holubti doméacich. Prvni takové studie byla provedena ve Spanélsku. Bylo analyzovano
celkem 124 vzorkl trusu, z nichz 36 (29 %) ukdzalo barvicimi metodami struktury
podobné mikrosporidiim. Z 26 vzorki trusu pozitivnich holubi (20,9 %) byla vyizolovana

DNA a amplifikovdna pomoci specifickych primerd pro Cctyfi nejcastéjsi lidskeé



mikrosporidie. Dvanact holubti bylo pozitivnich pouze na E. bieneusi (9,7 %), pét na
E. intestinalis (4 %) a jeden na E. hellem (0,8 %). SmiSena infekce byla detekovana
u dalsich osmi holubt: E. bieneusi a E. hellem byly identifikovany u 6 zvirat (4,8 %),
E. bieneusi s E. intestinalis a E. hellem s E. intestinalis vzdy v 1 piipadé (0,8 %).
Enterocytozoon bieneusi, ktery je nejéastéjsi lidskou mikrosporidii, byl také nejcastéjsi
u méstskych holubil (12 %) (Haro et al. 2005). V dalsi studii provedené v Portugalsku bylo
pomoci molekularnich metod testovano 44 holubi na E. bieneusi, z nichz 19 (43,2 %) bylo
pozitivnich (Lobo et al. 2006). V Holandsku bylo z celkového poctu 331 vzorkl trusu
holubi molekularnimi metodami zachyceno 36 (11 %) pozitivnich vzorkl. Enterocytozoon
bieneusi byl identifikovan v 18 ptipadech (5,4 %), E. hellem v 11 (3,3 %), E. cuniculi
v 6 (1,8 %) a E. intestinalis v 1 ptipadé (0,3 %) (Bart et al. 2008).

V Polsku bylo vySetieno 570 ptaki (ptaci volné Zijici, chovani v zajeti a hospodarsky
chovani) na pfitomnost spor mikrosporidii. Celkem bylo 21 (3,7 %) ptakt pozitivnich na
mikrosporidie, v jednom piipadé (0,2 %) u husy domaci (Anser anser f. domestica)
E. intestinalis, u zbyvajicich dvaceti ptakid - 5 kachen divokych (Anas platyrhynchos),
4 labuté velké (Cygnus olor), 3 husy velké (Anser anser), 2 labuté ¢ervenokrké (Cygnus
melanocoryphus), po jednom zviteti vrana obecna (Corvus corone), andulka vinkovana
(Melopsittacus undulatus), holub nikobarsky (Caloenas nicobarica), labut’ ¢erna (Cygnus
atratus), labut’ koskoroba (Coscoroba coscoroba) a jetab pavi (Balearica pavonina) byl
identifikovan druh E. hellem (3,5 %). Nejcasté&ji byli infikovani vodni ptaci (8,6 %), coz by
mohlo podporovat hypotézu o moznosti prenosu spér mikrosporidii vodou (Slodkowicz-
Kowalska et al. 2006).

V USA byly provedeny dvé studie zaméfené na prevalenci mikrosporidii u ptakd.
V prvni byly spory mikrosporidii zaznamenany mikroskopicky u 19 % (19 ze 100) vzorki
trusu volné zijicich, migrujicich kolibfikd druhu kalipta rdzovohlava (Calypte anna),
kolibtik ¢ernobrady (Archilochus alexandri) a kolibiik kalifornsky (Selasphorus sasin).
Vzorky byly odebirdny v zachranném a rehabilitaénim zatizeni pro kolibfiky a pfitomnost
spor ve vykalech nové privezenych zvitfat naznacuje, ze infekce byla do zatizeni zavleCena
kolibtiky z volné ptirody (Snowden et al. 2001). Druh mikrosporidie zde byl molekularné
uréen jako E. hellem na zakladé sekvence ziskané z jediného ptaka, stejné jako v druhém
ptipadé, kdy bylo mikroskopicky vySetfeno celkem 198 klinicky zdravych papouskil
z osmi hejn zahrnujicich 113 jedinct A. roseicollis, 32 A. personata a 53 A. fischeri.
Mikrosporidie byly identifikovany ve 25 % vzorkd, z toho u 12 % ptakd bylo nalezeno

velké mnozstvi spor. V kazdé hejnu byl nalezen nejméné jeden pozitivni jedinec. V ramci



druhi byl nejvice promofeny A. personata (41 %), méné A. roseicollis (29 %) a nejméné
A. fischeri (6 %). Navic 21 % ptakt pozitivnich zaroven na cirkovirézu exotickych ptaki
(PBFDV; psittacine beak and feather disease virus) rozndselo spory zhruba tfikrat
pravdépodobnéji nez ptaci PBFDV negativni (Barton et al. 2003).

V ramci studie provedené v Portugalsku byly pomoci molekuldrnich metod kromé
holubti domacich testovany jesté¢ rizné druhy exotického ptactva z fadi Passeriformes
a Psittaciformes. Z celkového poctu 39 vySetfenych vzorkd bylo 5 pozitivnich (12,8 %)
na E. bieneusi (Lobo et al. 2006).

1.2.3. Dynamika a lokalizace infekce

Informace o dynamice a lokalizaci pfirozenych infekci u ptakd jsou minimalni. Jak
naznacuji vysledky mnoha studii, vétSina infekci u ptakd je inaparentni (Barton et al. 2003,
Haro et al. 2005, Sakova et al. 2006, Slodkowicz-Kowalska et al. 2006) a k rozvoji
klinickych ptiznakti dochazi az v pifipadé oslabeni imunity jedince (Black et al. 1997,
Carlisle et al. 2002, Bart et al. 2008).

Infekce E. bieneusi byla zatim u ptakt ve tkanich detekovana pouze jednou. Parazit
byl imunohistochemicky prokazan v jatrech, stievé a ledvinach vSech 6 zkoumanych
jedinct sokola (Bart et al. 2008). Encephalitozoon cuniculi byl imunohistochemickymi
metodami detekovan v jicnu, stfevé, jatrech, ledvinach, srdci, mozku a fibrilach kosterniho
svalstva kura domaciho (Reetz 1993, Reetz 1999). Encephalitozoon hellem je primarné
nalézan v jatrech, stfevé a ledvinach, ale rovnéz byl identifikovan v oku, plicich nebo
slezin¢ (Poonacha et al. 1985, Black et al. 1997, Pulparampil et al. 1998, Snowden and
Logan 1999, Snowden et al. 2001, Carlisle et al. 2002, Phalen et al. 2006).

O dynamice mikrosporidiové infekce u ptakii se mnoho nevi. Podle Bart a kol. (2008)
se prevalence mikrosporidii v trusu méstskych holubli vyznamné li§i mezi rozmnozovacim
obdobim (18 %) a mimo né&j (6 %). To naznacuje, ze prubéh mikrosporidiové infekce se
meéni v Case a spory jsou vylucovany prerusované. Hypotézu o intermitentnim vylucovani
spor také podporuji mé vysledky (Kasickova 2007) a rovnéz i ptiklad experimentalni
infekce kralikd mikrosporidii E. cuniculi, kde bylo pozorovano pravidelné vylu¢ovani spor
v moc¢i mezi 38. a 63. dnem po infekci a pozdé¢ji prerusované vyluCovani spér ve velmi
nizké koncentraci (Cox et al. 1979). Obdobna je i situace u experimentaln¢ infikovanych
mysi E. intestinalis (Achbarou et al. 1996) nebo u infekci prasat E. bieneusi (Breitenmoser
et al. 1999).



1.2.4. Geneticka variabilita

V ramci genetické variability byla pozorovana odlisna situace u riiznych druhd
mikrosporidii. Informace o jednotlivych genotypech, jejich hostitelské specifite

a geografickém rozsifeni pomahaji porozumét epidemiologické situaci.

Encephalitozoon hellem

Vnitrodruhova genotypova variabilita E. hellem byla zpocatku zalozena na sekvenci
ITS rRNA gent rozdélujici riizné izolaty do 3 genotypi (Mathis et al. 1999), ale pozdé&;ji
byla také charakterizovana ve dvou intergenickych spacerech (IGS-TH a IGS-HZ) a v genu
pro PTP (polar tube protein), coz umoznilo popsani novych genotypt (Haro et al. 2003,
Xiao et al. 2001a). Jasny dikaz vnitrodruhové variability poskytl Xiao a kol. (2001a).
Analyzou nukleotidovych sekvenci genu pro PTP rozdélili 24 lidskych izolatd E. hellem do
¢ty genotypi. V dalsi studii byl mezi sedmi E. hellem izolaty ziskanymi z HIV-
pozitivnich pacientli analyzou genu pro PTP objeven dalsi, paty genotyp. Na zdkladé typu
repetice se rozliSuji dvé alelické rodiny. Prvni (genotyp 1A, 1C a 1D) ma pouze 60 bp
dlouhé repetice, druha (genotyp 2B a 2C) ma navic i 66 bp repetice (Haro et al. 2003). Ze
sedmi izolatd E. hellem ziskanych z HIV-pozitivnich pacienti byl v Sesti z nich
(Spanélského, italského a amerického plivodu) identifikovan ITS genotyp 1A (Haro et al.
2003), stejné jako v izolatech z holubti domacich ve Spanélsku (Haro et al. 2005). ITS
genotyp 1 byl rovnéz identifikovan v izolatech z loriho rudocelého odchyceného z volné
ptirody v Indonésii (Suter et al. 1998), z agapornise riZzohrdlého z USA (Snowden et al.
2000) a z kolibtikti (Snowden et al. 2001).

Encephalitozoon cuniculi

U druhu E. cuniculi byly popsany 3 genotypy zalozené na poétu 5-GTTT-3’
opakovani v ITS rRNA. Genotyp I (z kraliki) obsahuje 3 takova opakovani, genotyp II
(z mysi) obsahuje 2 opakovani a genotyp III (ze psti) obsahuje 4 opakovani (Didier et al.
1995). Geneticka diverzita E. cuniculi byla dale analyzovana na genech kodujicich PTP
a SWP-1 (spore wall protein 1). Anylyza nukleotidové sekvence genu pro PTP rozdélila
11 E. cuniculi izolati do 3 genotypt v souladu s vysledky analyzy ITS rRNA genu.
Podobnych vysledkl bylo dosazeno i analyzou SWP-1 genu. U nékterych genotypti a mezi
riznymi kopiemi SWP-1 genu bylo pozorovano kolisani v délce, které pramenilo
z mnozstvi 15- a 36-bp opakovani a rozdé¢lilo genotypy I a III na nékolik subgenotypii

(Xiao et al. 2001b). Takovéto genotypové rozclenéni pomohlo vyhodnotit slozitou



epidemiologickou situaci infekci E. cuniculi v riznych hostitelich a v riznych ¢astech
svéta. Doposud byly u lidi nalezeny genotypy I a 111, coz poukazuje na to, Ze lidské infekce
E. cuniculi by mohla byt zoonotického ptivodu (Deplazes et al. 1996, Didier et al. 1996a,
Rinder et al. 1998, Rossi et al. 1998, Snowden et al. 1999, Tosoni et al. 2002). Navic
jedind doposud znamé sekvence ziskand z ptaka (korely chocholaté) byla zatazena do
genotypu III a byla identickd se sekvencemi pochézejicich ze pst a ¢lovéka, coz rovnéz

podporuje moznost zoonotického potencialu této mikrosporidie (Kasickova et al. 2007).

Encephalitozoon intestinalis

Narozdil od jinych druhtt mikrosporidii rodu Encephalitozoon, pro které byly
identifikovany rtizné genotypy s rozdily v jejich biologii a epidemiologii, se E. intestinalis
jevi jako velmi homogenni druh a nebyly pozorovany zadné rozdily v ITS sekvencich
16 izolatt (Didier et al. 1996b, Liguory et al. 2000). To, ze u E. intestinalis doposud nebyla
nalezena zadnad genetickd heterogenita vypovidd o tom, Ze zde nejsou zadné pienosové
bariéry mezi doposud identifikovanymi druhy hostitell a je potfeba nalézt vhodné

genetické markery (Haro et al. 2005).

Enterocytozoon bieneusi

Analyzy ITS rRNA genil odhalily, Ze zde jsou vyrazné rozdily mezi lidskymi
a zvitecimi izolaty E. bieneusi a doposud bylo popsano vice nez 50 genotypt zalozenych
na jemnych rozdilech uvnitt 243 bp ITS sekvence. Narozdil od situace u rodu
Encephalitozoon zde nejsou dostupné zadné jiné genetické markery (Mathis et al. 2005).
Z vice nez 50 dostupnych genotypil byly nckteré izolovany pouze z lidi (jako genotypy
A, B a C), nékteré byly nejdiive identifikovany u lidi, ale pozdé¢ji i u jinych zvifat
(genotypy Q, Peru-3, Peru-6, Peru-7, Peru-8, Peru-10, Peru-11, R, S, T, U, V, W, UG2145,
typ III a typ V) a dalsi (genotypy D, E, K, O a PIigEBITS7) byly nejprve popsany
u rtiznych hostitelt kromé ¢lovéka (hlavné prasat), ale byly pozdé&ji zaznamenany i u lidi
(Dengjel et al. 2001, Sulaiman et al. 2003a, Leelayoova et al. 2006). Ptestoze se nékteré
z genotypu nalezenych ve volné Zijicich savcich zdaji byt rozdilné, hostitelsky adaptované
a pravdépodobné neschopné infikovat c¢lovéka (Sulaiman et al. 2003b), vysledky
fylogenetické analyzy odhalily blizky vztah mezi mnoha dal§imi genotypy s Zadnymi
ziejmymi transmisnimi bariérami (Dengjel et al. 2001, Sulaiman et al. 2003a, Leelayoova
et al. 2006). Z ptakd bylo prozatim genotypizovano 38 vzorktl. Dva vzorky z kurat

z Némecka obsahovaly E. bieneusi genotypu J, jeden z nékolika hostitelsky adaptovanych



genotypu nalezenych u skotu (Reetz et al. 2002). Devét dalSich vzork z holubli ze
Spanélska se lisilo od doposud popsanych genotypii (Haro et al. 2005, Haro et al. 2006).
V jiné studii bylo genotypizovano 21 vzorkl, z nichz 16 vzorkd z holubd a 1 vzorek
z agapornise bylo mozno zatradit do genotypu Peru-6 diive popsaného z AIDS pacienta
(Sulaiman et al. 2003a), vzorky z tfi holubli a jednoho papouska byly identifikovany jako
E. bieneusi genotypy velmi podobné genotypu Peru-6 (Lobo et al. 2006). Nové byl
v 6 analyzovanych vzorcich ze sokoll popsan genotyp D, ktery uz byl dfive izolovan

z ¢lovéka, makaka a prasete (Miiller et al. 2008).



2. Cile prace

1. Optimalizovat detekci mikrosporidii pomoci PCR a nésledné vySettit vzorky trusu

riznych druhii exotickych ptakt chovanych v zajeti.
2. 'V ptipad¢ pozitivniho ndlezu genotypizace mikrosporidii.

3. Sledovat vylu¢ovani spor mikrosporidii u pfirozené infikovanych ptaka a nasledné

detekovat lokalizaci mikrosporidii v jejich tkanich.

4. Na zéklad¢ vysledk a literarnich udaji zhodnotit vyznam ptakd jako zdroje

oportunnich infekci mikrosporidiemi.

Tato prace navazuje na vysledky bakalatské prace, kde byly na pfitomnost mikrosporidii

vySettovany vzorky trusu volnég Zijicich a v zajeti chovanych ptaki.
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3. Material a metody

3.1. Material

Materidlem pro vysetfeni na pfitomnost mikrosporidii byl trus rtznych druhi
exotickych ptak chovanych v zajeti. Vzorky trusu pochazely od soukromych chovatelt
z celé Ceské republiky, z vystavy exotického ptactva Exota 2007, ze ZOO Monkey Town
v Republice Jizni Afrika a ze Ctyt Ceskobudéjovickych zverimexti. Celkem bylo v obdobi
bfezen 2007 az zatfi 2008 pomoci polymerazové ftetézové reakce (PCR) vySetfeno
336 vzorku trusu exotickych ptakid z fadii Anseriformes, Ciconiiformes, Columbiformes,
Cuculiformes, Galliformes, Gruiformes, Charandriiformes, Passeriformes a Psittaciformes
(Tab. 1 a2).

Navic byl v obdobi od 11.8.2008 do 9.9.2008 kazdodenn¢ vysetiovan trus (celkem
240 vzorku) pochazejici z 9 (pozdé€ji 7, viz nize) mikrosporidiemi pfirozené infikovanych
andulek vinkovanych (Melopsittacus undulatus). Byly pouzity dvé diagnostické metody
pro zachyceni spdr mikrosporidii v trusu, PCR a prohlizeni natérti trusu barvenych
Calcofluorem pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

Pokud nebylo mozné¢ material vySetfit ihned, byly vzorky trusu uchovéavany

v mrazni¢ce pii teploté -20 °C.
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Tab. 1: Seznam vysetienych druht ptaki z uzemi Ceské republiky.

Cesky nazev ptika Latinsky nazev ptaka Puvod ptaka Pocet vz.
Papousci Psittaciformes
Agapornis Fischeriv Agapornis fischeri chov. ¢.2(2),8,22,39,53(2) 7
Agapornis hnédohlavy Agapornis nigrigenis chov. €. 8 1
Agapornis rizohlavy Agapornis lilianae chov. ¢&. 37 1
Agapornis razohrdly Agapornis roseicollis chov. €. 2, 14 (2), 23 (2), 24, 42 7
Agapornis Sedohlavy Agapornis cana chov. ¢. 8 1
Agapornis Skraboskovy Agapornis personata chov. ¢. 22 1
Agapornis $kraboskovy Agapornis personata chov.¢. 3,8, zv.¢.2,3 4
Alexander ¢insky Psittacula derbiana chov. ¢. 17, 34 2
Alexander maly Psittacula krameri chov.¢.2,3,4,12,zv.¢. 2,3 6
Alexander rudohlavy Psittacula cyanocephala chov.¢.2,3 2
Alexander rizovy Psittacula alexandri chov. €. 26 1
Alexander Sedy Psittacula columboides chov. ¢&. 25 1
Alexander velky Psittacula eupatria chov. €. 2, 26 2
Amazonan bélocely Amazona albifrons chov. ¢. 5 1
Amazotian ¢ernouchy Amazona xantholora chov. ¢. 44 1
Amazonan fialovoprsy Amazona vinacea chov. &. 45 1
Amazonan fialovotemenny | Amazona finschi chov. ¢. 42 1
Amazonan kubansky Amazona leucocephala chov. €. 5(2), 45 3
Amazonan modrobrady Amazona festiva chov. ¢. 23, 38 2
Amazotian modrocely Amazona aestiva chov. &. 17, 24 2
Amazonan oranzovokiidly | Amazona amazonica chov. €. 21 1
Amazoiian pomouceny Amazona farinosa chov. ¢&. 35 1
Amazonan rudocely Amazona autumnalis chov. ¢. 42,45 2
Amazonan tukumansky Amazona tucumana chov. ¢. 46 1
Amazonian véjifovy Deroptyus accipitrinus chov. &. 23 1
Amazofian zelenolici Amazona viridigenalis chov. ¢. 45 1
Amazoian zlutohlavy Amazona ochrocephala chov. ¢. 42 1
Amazonan Zlutoramenny Amazona barbadensis chov. ¢&. 47 1
Amazonek bélobtichy Pionites leucogaster chov. ¢. 43 1
Amazonek bronzovoktidly | Pionus chalcopterus chov. ¢. 44 1
Amazodnek Cernotemenny | Pionites melanocephalus chov. ¢&. 43 1
Amazonek modrohlavy Pionus menstruus chov. ¢&. 42 1
Amazonek Supinkovy Pionus maximiliani chov. ¢. 24 1
Amazonek tmavy Pionus fuscus chov. ¢. 42 1
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus (1320(\;)?23(2)’1’32(3()3’)?’36 ). 7.8, 20
Ara ararauna Ara ararauna chov. ¢. 5 1
Ara Sedolici Primolius couloni chov. ¢. 47 1
Ara vojensky Ara militaris chov. ¢&. 48 1
Aratinga dlouhoocasy Aratinga acuticaudata chov. ¢&. 8 1
Aratinga jendaj Aratinga jendaya chov. ¢. 23 1
Aratinga spp. Aratinga spp. chov. €. 23 1
Aratinga $kraboskovy Aratinga mitrata chov. ¢&. 8 1
Aratinga zlatohlavy Aratinga auricapilla chov. ¢&. 8 1
Aymara citronovy Psilopsiagon aurifrons chov. ¢. 37 1
Aymara pruhovany Bolborhynchus lineola chov. ¢. 41 3
Aymara $edoprsy Psilopsiagon aymara chov. ¢. 37 1
Barnand limcovy Barnardius zonarius chov. €. 9, 45 2
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Cesky nazev ptika

Latinsky nazev ptaka

Pivod ptaka

Pocet vz.

Papousci Psittaciformes
Barnard zeleny Barnardius barnardi chov. ¢. 45 1
Eklektus riznobarvy Eclectus roratus chov. ¢&. 33 1
Kakadu bily Cacatua alba chov. ¢&. 33 1
Kakadu Goffiniv Cacatua goffini chov. ¢&. 23 1
Kakadu inka Cacatua leadbeateri chov. ¢&. 33 1
Kakadu molucky Cacatua moluccensis chov. ¢. 33 1
Kakadu naholici Cacatua sanguinea chov. ¢. 33 1
Kakadu riizovy Eolophus roseicapillus chov. &. 5 3
Kakadu $alamounsky Cacatua ducorpsii chov. ¢&. 35 1
Kakadu zluto¢ecelaty Cacatua galerita chov. ¢&. 35 1
Kakariki rudocely Cyanoramphus novaezelandiae | chov. €. 3, 23,53 (2) 4
Kakariki spp. Cyanoramphus spp. chov. ¢. 3 1
Korela chocholata Nymphicus hollandicus ?hczw' ¢1,3(3).4.6,8,9,zv.¢. 10
Lori tmavy Pseudeos fuscata chov. ¢. 16 1
Nandej Eernohlavy Nandayus nenday chov. ¢&. 8 1
Neoféma Bourkova Neopsephotus bourkii chov. €. 26, 50 2
Neoféma modrohlava Neophema splendida chov. ¢. 26, 27, 31 3
Neoféma ozdobna Neophema elegans chov. ¢. 27 1
Neoféma tyrkysova Neophema pulchella chov. ¢. 3, 10, 12, 14, 23, 27, 31 7
Papousek alexandiin Polytelis alexandrae chov. ¢&. 52 1
Papousek ambonsky Alisterus amboinensis chov. ¢&. 25 1
Papousek Cervenobrichy Poicephalus rufiventris chov. ¢. 2, 28 2
Papousek karminovy Alisterus chloropterus chov. &. 25 1
Papousek konzsky Poicephalus gulielmi chov. ¢. 21 3
Papousek koutovy Polytelis anthopeplus chov. ¢. 10, 28 2
Papousek kralovsky Alisterus scapularis chov. ¢. 2, 5, 31, 33 4
Papousek mnisi Myiopsitta monachus chov.¢.3,7,17,2zv.¢. 3 4
Papou$ek mnohobarvy Psephotus varius chov. &. 3 1
Papousek naddherny Polytelis swainsonii chov. ¢.2,3,zv. 8.2 3
Papousek patagonsky Cyanoliseus patagonus chov. ¢. 23, 32 2
Papousek senegalsky Poicephalus senegalus chov. ¢. 2, 13,21 (2), 36 5
Papousek zpévavy Psephotus haematonotus ;50:;' (1: 23(2),24(3), 28,51 2), 9
Papousek zlutotemenny Poicephalus meyeri chov. ¢. 24 1
Papousicek Sclateriv Forpus modestus chov. €. 40 1
Papousicek $edoktidly Forpus coelestis chov. ¢. 39 1
Papousicek Zlutolici Forpus xanthops chov. ¢. 37 1
Pyrura perlovy Pyrrhura perlata zv.C. 3 1
Pyrura spp. Pyrrhura spp. chov.¢.2,9 2
Rosela modrokiidla Northiella haematogaster chov. ¢&. 27 1
Rozela adelaidska Platycercus adelaidae chov. €. 30 1
Rozela penant Platycercus elegans 320‘3’10(22) 4912(2()2)141151;1 g (; ) 16
Rozela pestra Platycercus eximius gl)o Vzgc 239(23)1 ‘(‘4)7 28\/90(22) 23 16
Rozela slamozluta Platycercus flaveolus chov. ¢. 30 1
Rozela zlutobficha Platycercus caledonicus chov. ¢.9, 32 2
Rozela zlutohlava Platycercus adscitus chov. ¢. 29 1
Rozela zlutolici Platycercus icterotis chov. €. 28,29,42, zv. ¢. 3 4
Zako Sedy Psittacus erithacus chov. €. 3, 5,19, 21, 23, 53 (2) 7
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Cesky nazev ptika

Latinsky nazev ptaka

Pivod ptaka

Podet vz.

Pévci Passeriformes
Amarant maly Lagonosticta senegala chov. ¢. 16 2
Drozd plavy Turdus obscurus chov. ¢&. 23 1
Chivicka japonska Lonchura striata domestica zv.C. 3 1
Kanar divoky Serinus canaria chov.¢.3, 12,23 (2), zv. &. 1 (2), 9
2(2),4
Leskoptev dlouhoocasa Lamprotornis caudatus chov. ¢. 3 1
Leskoptev kovova Lamprotornis chalybaeus chov. &. 3 2
Leskoptev mala Lamprotornis chloropterus chov. &. 3 1
Motylek rudouchy Uraeginthus bengalus chov. ¢&. 49 1
Pasovnik dlouhoocasy Poephila acuticauda chov. ¢. 3 1
RyZzovnik Sedy Padda oryzivora zv.¢. 3 1
Spagek pagodovy Temenuchus pagodarum chov. &. 23 1
Zebiicka pestra Taeniopygia guttata chov. ¢.3,12,14,zv.£.2 (2), 3 6
Meékkozobi Columbiformes
Holoubek diamantovy Geopelia cuneata chov. ¢. 3, 14 2
Holub bronzovokiidly Phaps chalcoptera chov. €. 20 4
Holub horsky Otidiphaps nobilis chov. €. 20 1
Holub chocholaty Ocyphaps lophotes chov. €. 3, 20 2
Holub olivovy Columba arquatrix chov. ¢. 20 4
Holub purpurovy Columba punicea chov. €. 20 2
Holub rudoprsy Gallicolumba crinigera chov. €. 20 1
Holub wonga Leucosarcia melanoleuca chov. €. 20 2
Holub zelenoktidly Chalcophaps indica chov. €. 20 5
Hrdli¢ka chechtava Streptopelia roseogrisea chov. €. 20 2
Hrdlicka kapska Oena capensis chov. ¢. 20 1
Hrdli¢ka kropenata Streptopelia chinensis chov. €. 20 1
Vrubozobi Anseriformes
Berneska bélolici Branta leucopsis chov. ¢&. 15 1
Berneska havajska Branta sandvicensis chov. ¢&. 15 2
Husa indicka Anser indicus chov. ¢. 15 1
Husa velka Anser anser chov. ¢. 15 1
Husice andska Chloephaga melanoptera chov. ¢&. 15 1
Husice rezava Tadorna ferruginea chov. ¢&. 15 1
Husi¢ka vdovka Dendrocygna viduata chov. ¢&. 15 1
Hrabavi Galliformes
Bazant zlaty Chrysolophus pictus chov. &. 3 1
Kfepelka japonska Coturnix japonica chov. €. 12 1
Pav korunkaty Pavo cristatus chov. ¢. 3, 15 2
Brodivi Ciconiiformes
Cép bily Ciconia boyciana chov. ¢. 15 1
Ibis bily Eudocimus albus chov. ¢&. 15 1
Ibis posvatny Threskiornis aethiopicus chov. ¢&. 15 1
Ibis zlutokrky Threskiornis spinicollis chov. ¢&. 15 1
Dlouhok¥idli Charadriiformes
Pisila karibska Himantopus mexicanus chov. &. 15 1
Tenkozobec opacny Recurvirostra avosetta chov. ¢. 15 1
Kukacky Cuculiformes
Bananovec obecny Musophaga violacea chov. ¢. 3 1
Turako chocholaty Tauraco persa chov. ¢. 3 1
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Vysvétlivky:

vz. = vzorek, chov. = chovatel, zv. = zverimex

Poznamka: Od chovatelil €. 23-51 byly vzorky odebrany v ramci vystavy Exota 2007.

Tab. 2: VySetiené druhy ptak ze ZOO Money Town (Afrika).

Cesky nazev ptika Latinsky nazev ptiaka Pocet vzorkiu
Amazonan modrocely Amazona aestiva 2
Amazoian Zlutohlavy Amazona ochrocephala 1
Ara arakanga Ara macao 1
Ara ararauna Ara ararauna 2
Ara zelenokiidly Ara chloroptera 3
Husice egyptska Alopochen aegyptiacus 1
Jefab rajsky Anthropoides paradisea 1
Kakadu bily Cacatua alba 1
Kakadu zlutolici Cacatua sulphurea 1
Lori ¢erveny Eos bornea 3
Lori mnohobarvy Trichoglossus haematodus 2
Lori zelenoocasy Lorius chlorocercus 2
Lori Zlutohibety Lorius garrulus 2
Nandej ¢ernohlavy Nandayus nenday 2
Zako $edy Psittacus erithacus 4
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3.2. Metody

3.2.1. Barveni spor pomoci Calcofluoru White M2R (Vavra and Chalupsky 1982)

Vzorky trusu rozetfené na podloznim sklicku byly fixovany methanolem
a ponechany zaschnout asi 2 minuty. Nasledovalo barveni 1% Calcofluorem White M2R
v PBS (fosfatovy pufr, pH 7,2-7,4) po dobu 10 minut. Poté byla podlozni sklicka
oplachnuta PBS a dobarvena 0,5% Evansovou modii ve vodé€ po dobu 30 sekund. Podlozni
sklicko bylo opét oplachnuto PBS a ponechano zaschnout. Takto obarvené vzorky trusu
byly prohlizeny fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS 1IX70) pifi zvétSeni
1000 x s olejovou imerzi pfi vinové délce 490 nm. Obarvené spory mikrosporidii sviti
jasné modrobile.

Jako pozitivni kontrola byly pouzity obarvené spory E. hellem v koncentraci 107 spér
na ml. Jednalo se o izolat z AIDS pacienta (Didier et al. 1991) udrzovany ve tkanové
kultufe buné¢k Vero E6 ve sbirce laboratofe I¢kaiské a veterinarni parazitologie

Parazitologického tistavu BC AVCR, v.v.i. v Ceskych Budgjovicich.

3.2.2. Extrakce DNA ze vzorku trusu

K 180-200 mg trusu bylo pfidano 200 pul ASL pufru a 150 mg sklenénych partikuli
o pruméru 0,5 mm. Poté bylo provedeno rozbijeni potencialné ptitomnych spér
v beadbeateru (FastPrep®-24, M.P. Biomedicals, CA, USA) po dobu 1 minuty pii
maximalni rychlosti (6,5 rpm). Dale bylo postupovano podle navodu vyrobce komeréné
dodavaného izola¢niho kitu QIAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN). Ziskana DNA byla

uchovavana pfi teploté -20 °C.

3.2.3. Vybér primeri pro PCR

Vybér primert probéhl na zaklad¢ predpokusu, kdy byly porovnavany 2 druhy
primerd. Prvni dvojice s ndzvem Micro-F a 300R (viz Tab. 3) amplifikuje ribozomalni
DNA casti malé podjednotky (SSU rDNA) lidskych mikrosporidii, coz zahrnuje druhy
E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, Vittaforma corneae a rod Pleistophora
(Thurston-Enriquez et al. 2002). Tyto primery byly porovnavany s primery MSP pro
nested PCR amplifikujici ribozomalni DNA c¢asti malé podjednotky (SSU-rDNA), internal
transcribed spacer (ITS) a c¢asti velké podjednotky (LSU-rDNA) niZze zminénych druht
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mikrosporidii. Jednalo se o 2 sady nested primert, pficemz prvni (viz Tab. 4) byla urcena
pouze pro amplifikaci druhu E. bieneusi, druha sada (viz Tab. 5) byla vyuzivana pro
amplifikaci E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, Vairimorpha necatrix, V. lymantriae,
Ameson michaelis a Ichthyosporidium giganteum (Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996).

Oba druhy primera byly testovany na setu 33 nahodné vybranych vzorki DNA

izolovanych z trusu ptékt a dle vysledkl bylo rozhodnuto o vybéru sady primera.

Tab. 3: Primery pro E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, Vittaforma corneae
a rod Pleistophora.

Primery Sekvence
P —
Micro-F (21-mer) 5"-CACCAG GTT GAT TCT GCC TGA - 3’

300R (21-mer) 5" - CCT CTC CGG AAC CAA ACC CTG -3’

Vysledny produkt byl dlouhy 279 bp.

Amplifikacni program pro termocykler (Little Genius, BIOER) pro dvojici primert
MICRO-F a 300R byl nasledujici - pocatecni denaturace pii 95 °C po dobu 10 min,
denaturace pii 94 °C po dobu 45 s, nasedani primera pii 58 °C po dobu 20 s, syntéza
nového fetézce pii 72 °C trvajici 40 s, vSe ve 40 cyklech a poté dosyntetizovani nového

fetézce pii 72 °C po dobu 10 min.

Tab. 4: Primery pro Encephalitozoon spp., Vairimorpha necatrix, V. lymantriae, Ameson

michaelis a Ichthyosporidium gigantem.

Primery Sekvence

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

MSP-2a (15-mer) TCA CTC GCC GCT ACT

Sekundarni PCR

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

MSP-4a (27-mer) CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,O)A A(A,G)G GGT

Ocekavana délka vysledného produktu byla zhruba 0,3 kb (konkrétné 289 bp pro
E. intestinalis a 305 bp pro E. cuniculi).
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Tab. 5: Primery pro druh E. bieneusi.

Primery Sekvence

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

MSP-2b (16-mer) GTT CATTCGCACTACT

Sekundarni PCR

MSP-3 (24-mer) GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G)(C,T) TAT
MSP-4b (26-mer) CCA AGC TTA TGC TTA AGT CCA GGG AG

Ocekavana velikost vysledného produktu byla pfiblizné 0,5 kb (piesné 508 bp).

Amplifikacni program pro termocykler (Little Genius, BIOER) pro nested primery MSP
byl nésledujici - pocatecni denaturace pii 94 °C po dobu 3 min, denaturace pii 94 °C po
dobu 45 s, nasedani primert pii 54 °C po dobu 45 s, syntéza nového fetézce pii 72 °C
trvajici 1 min, vSe ve 35 cyklech, a dosyntetizovani nového fetézce pfi 72 °C po dobu

7 min.

3.2.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Celkovy objem reak¢éni smési (viz Tab. 6) pro kazdou PCR byl 25 ul a soucasti kazdé
PCR reakce byla také pozitivni a negativni kontrola. Taq polymeraza byla vzdy ptidavana

jako posledni.

Pouzité roztoky:

= 10x koncentrovany kompletni pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio,
15 mM MgCl,)

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

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

baze)

* Primery (Generi Biotech, 10 pmol/ul)

= BSA (Sigma, 10mg/ml)

=  MgCl, (Top-Bio, 25mM)
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Tab. 6: Reak¢ni smés pro PCR (pro 1 reakci).

Pouzity roztok Objem
S B T
dNTP’s 0,5 ul
MgCl, 1,5 ul
primer 5’ 0,5 ul
primer 3’ 0,5 ul
Taq polymeraza 0,63 ul
Deionizovana H,O (PCR H,0) 13,87 ul
templatova DNA 5,0 ul
celkem 25,0 ul

V ptipad¢ pozitivni kontroly bylo pouzito 1,5 pl templatové DNA a 17,37 ul PCR
H,0. Jako pozitivni kontrola byla pro rod Encephalitozoon pouzita DNA vyizolovana
z kultury E. hellem v koncentraci 3 x 10’ spér na ml. Jednalo se o izolat z AIDS pacienta
(Didier et al. 1991) udrzovany ve tkanové kultufe bunck Vero E6 ve sbirce laboratote
lékaiské a veterinarni parazitologie Parazitologického tstavu BC AVCR, v.v.i. v Ceskych
Budgjovicich. Pro druh E. bieneusi byla pouzita DNA izolovana ze spor ziskanych ze
stolice E. bieneusi-pozitivniho HIV-AIDS pacienta z Limy (Peru), které byly poskytnuty
Dr. G. S. Visvesvarou, CDC Atlanta, GA, USA.

3.2.5. Gelova elektroforéza

Délka DNA fragmenti byla ovéfovdna gelovou elektroforézou na 1,5% gelu
obarvenym ethidium bromidem (Sigma) pti 70 V (EC300XL, Thermo Scientific) po dobu
60 minut. Vysledné produkty byly vizualizované pomoci UV transiluminatoru (Electronic
UV transilluminator, Ultra-Lum, Inc.) pfi vinové délce 312 nm. Jako DNA marker byl
pouzit 100 bp DNA ladder (Fermentas).

3.2.6. Priprava vzorku pro sekvenaci a sekvenace

Extrakce DNA z gelu
Vzorky pozitivni pfi gelové elektroforéze byly zgelu vyfiznuty a byla znich

izolovana DNA pomoci komeréné dostupného izolaéniho kitu QIAquick™ Gel Extraction
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Kit (QIAGEN). Vyizolovand DNA byla vysuSena ve vakuovém evaporizatoru (DyNA
Vap, Labnet) a poté do doby sekvenace uskladnéna pfi teploté +4 °C.

Sekvenace

Vysuseny vzorek DNA byl zaslan ke zpracovani do laboratofe Macrogen Inc. (Soul,
Korea). Sekvenace byla provedena na sekvenatoru (ABI3730XL). Vysledné sekvence byly
vyhodnoceny pomoci programi Chromas Pro (Technelysium Pty Ltd), ClustalX (Larkin et
al. 2007), BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences) a porovnany se

sekvencemi v GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

3.2.7. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

PCR produkty nékterych vzorkti byly analyzovany metodou RFLP (restriction
fragment length polymorphism).

Celkova PCR-RFLP reakce (30 pl) byla namichana z 20 ul PCR produktu, 3 pl pufru
(Fermentas, 10x koncentrovany pufr pro enzym Mbol, s BSA), 0,2 ul SAM (BioLabs,
S-adenosylmethionine 32mM, 10% ethanol, 5 mM H,SO,), 0,5 pl Mbol (Fermentas,
10 U/1 pl) a 6,3 ul PCR vody. Poté byly vzorky inkubovany pti 37 °C po dobu 12 hodin.
Vysledky restrikce byly vyhodnoceny gelovou elektroforézou v 2% agarézovém gelu.

Restrikéni enzym Mbol $tépi DNA v sekvenci SSU-rDNA, konkrétné v ptipadé
E. hellem (313 bp nebo 317bp) na dva fragmenty dlouhé 121 bp a 192 nebo 196 bp
v zavislosti na genotypu, E. intestinalis (294 bp) na fragmenty dlouhé 123 bp a 171 bp
a E. cuniculi (307 bp) na 3 fragmenty dlouhé 46 bp, 76 bp a 185 bp.

3.2.8. Sledovani vylucovani spér mikrosporidii

Béhem tficetidenniho sledovani byl denné odebiran trus 9 andulkdm vinkovanym
potfizenym zjednoho cCeskobudéjovického zverimexu, odkud byly odkoupeny po
pfedchozim vySetieni vzorku trusu s pozitivnim vysledkem. Ptaci byli umisténi kazdy do
jedné klece a byli krmeni bézné dostupnym komerénim krmivem pro andulky. Andulky
nevykazovaly zadné klinické pfiznaky onemocnéni. Trus byl vySetfovan jak pomoci nested
PCR, tak pomoci natérii trusu barvenych Calcofluorem a prohlizenych fluorescencnim

mikroskopem (OLYMPUS IX70).
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Sestnacty den sledovani byly usmrceny a vypitvany 2 infikované andulky vinkované
(andulky ¢&. 3 a 5). Casti organi (tenké stfevo, slepé stfevo, tlusté stievo, ledviny, jatra
a plice) byly zpracovany za ucelem histologického vySetfeni, pro transmisni elektronovou
mikroskopii a na izolaci DNA ze tkéni. Po ukonceni pokusu byly vypitvany dalsi
2 andulky vinkované (andulky ¢. 2 a 8) a odebrané organy byly zpracovany stejnym

zpisobem jako v ptfedchozim ptipade.

3.2.9. Extrakce DNA z tkani

Pro izolaci DNA ztkani andulek vInkovanych byl vyuzit komeréné¢ dodavany
izola¢ni kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Prvni krok ndvodu byl mirné
modifikovan, nebot’ bylo potieba nejprve rozbit potencialné ptitomné spory mikrosporidii
ve tkdni. Do mikrozkumavky bylo nastiihdno 10 mg tkané, poté bylo pfidano 150 mg
sklenénych partikuli o priméru 0,5 mm a 1 sklenéna partikule o priméru 5 mm. Nakonec
byl piidan pufr ATL a bylo provedeno rozbijeni v beadbeateru (FastPrep®-24, M.P.
Biomedicals, CA, USA) po dobu 1 minuty pfi maximalni rychlosti (6,5 rpm). Dale bylo

postupovano podle navodu vyse zminéného komercniho izolacniho kitu.

3.2.10. Histologické zpracovani

Vzorky tkani byly fixovany ve fixacnim roztoku Davitson (9 dild zdsobniho roztoku
a 1 dil kyseliny octové) po dobu 24 hodin a poté pfemistény do zasobniho roztoku
Davitson (400 ml glycerinu, 800 ml koncentrovaného formolu, 1200 ml 96% alkoholu
a 1200 ml destilované vody), v némz byly skladovany do dal§iho zpracovani. Vzorky byly
dale odvodnény ve stoupajici fad¢é alkoholll, po odvodnéni byl alkohol z tkdn€ odstranén
a tkan byla nasycena xylenem. Po nasyceni byl materidl pfenesen do tekutého parafinu.
Nakonec byly vzorky zality do piefiltrovaného parafinu a zhotoveny blocky. Z blockt byly
nakrdjeny na mikrotomu histologické fezy tenké 4-6 pum. Pfed barvenim byly fezy
odparafinovany v xylenu a postupnou alkoholovou fadou pfevedeny do vody. Pfipravené
fezy byly barveny Calcofluorem M2R (Vavra and Chalupsky 1982), Gramovym
modifikovanym barvenim (Brown and Brenn 1931) a barvenim chromotropem podle
Webera (Weber et al. 1992). Po obarveni byly fezy barvené Calcofluorem pozorovany

fluorescen¢nim mikroskopem (OLYMPUS IX70) pti zvétSeni 1000 x s olejovou imerzi pii
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vlnové délce 490 nm. Rezy barvené zbyvajicimi dvéma metodami byly zamontovany do

kanadského balzdmu a prohlizeny svételnym mikroskopem.

Barveni Calcofluorem White M2R (Vavra and Chalupsky 1982)

Histologické vzorky byly barveny stejnou metodou jako natéry (viz. 3.2.1).

Gramovo modifikované barveni (Brown and Brenn 1931)

Pouzité roztoky:

1.
2.

Postup:

A S A

1% krystalova violet’ (1 g violeti ve 100 ml destilované vody).

5% hydrogenuhli¢itan sodny (5 g hydrogenuhli¢itanu ve 100 ml destilované
vody).

Gramutv jodovy roztok (1g jodu, 2 g jodidu draselného, 300 ml vody).

Nasyceny roztok basického fuchsinu (0,25 g fuchsinu ve 100 ml destilované
vody), pracovni roztok fuchsinu (nasyceny roztok fedény vodou 1:1000).

0,1% roztok kyseliny pikrové (0,1 g kyseliny pikrové ve 100 ml acetonu).

. Rezy byly odparafinovany a ptevedeny do vody.

Na vzorky byl nanesen 1 ml krystalické violeti a 50 ul hydrogenuhli¢itanu na
Imin.

Poté byly oplachnuty vodou.

Vzorky byly ponofeny do roztoku jodu na 1 min.

Nasledné¢ opét oplachnuty vodou.

Odbarvovani v roztoku aceton-éter 1:1 probihalo, dokud se nesmyla modra barva.
V roztoku fuchsinu byly vzorky barveny po dobu 1 min.

Nésledovalo oplachnuti vodou a ponofeni do acetonu.

Vzorky byly ihned diferencovany v roztoku kyseliny pikrové, dokud se fezy

neodbarvily do Zlutave rizova.

. Poté byly fezy rychle oplachnuty v acetonu a nasledn¢ ve smési aceton-xylen 1:1.

11.

Na zavér byly fezy projasnény promytim v xylenové fadé a zamontovany do

kanadského balzamu.

22



Mikrosporidie se pii tomto barveni jevi tmavé fialové, gram-pozitivni bakterie
modfe, gram-negativni bakterie Cervené, jadra bunék Cervené a ostatni tkanové elementy
zluté. Vzorky byly prohliZzeny pod olejovou imerzi pti zvétSeni 1000 x.

Barveni chromotropem podle Webera (Weber et al. 1992)

Pouzité roztoky:

= Chromotrop (6 g Chromotropu 2R; 0,15 g Fast green a 0,7 g kyseliny wolframové
se smichd, pridaji se 3 ml kyseliny octové a neché se stat 30 min, poté se roztok
ziedi 100 ml destilované vody).

= Kysely 90% alkohol (0,45 ml kyseliny octové; 93,3 ml 96% alkoholu; 6,25 ml
destilované vody).

= Kysely 96% alkohol (0,45 ml kyseliny octové; 99,55 ml 96% alkoholu).

Postup:
1. Odparafinované fezy byly fixovany metanolem po dobu 5 min.
2. Déle byly 90 min barveny v roztoku chromotropu.
3. Nasledovalo oplachnuti v kyselém 90% alkoholu 10 s.
4. Poté byly vzorky oplachnuty v kyselém 96% alkoholu.
5. Odvodnéni probéhlo nasledujici fadou: 96% alkohol 5 min, 100% alkohol

10 min, xylen 10 min.

Vzorky byly prohlizeny pod olejovou imerzi pii zvétSeni 1000 x. Toto barveni je

primarn¢ uréeno pro vzorky stolic a duodendlnich aspirati. Mikrosporidie se barvi ¢ervené.

3.2.11. Priprava vzorki pro transmisni elektronovou mikroskopii (TEM)

Vzorky tkéani 4 andulek vinkovanych byly pro TEM fixovany v 2,5% glutaraldehydu
a do jejich zpracovani byly uchovavany pii teploté +4 °C. Polotenké a ultratenké fezy tkani
byly zhotoveny laboratoii elektronové mikroskopie BC AVCR, v.v.i. v Ceskych
Budg&jovicich. Polotenké fezy obarvené toluidinovou modii byly prohlizeny svételnym
mikroskopem (OLYMPUS [X70). Ultratenké fezy tenkého a tlustého stteva andulky €. 3
a jater a tlustého stfeva andulky ¢. 5 byly prohlizeny transmisnim elektronovym

mikroskopem (JEOL JEM 1010).
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace metody predbéZnym pokusem

Pomoci PCR byl za pouziti dvou druhti primerti vySetfen set 33 vzorki DNA.
Primery Micro-F a 300R zachytily mikrosporidie ve 3 vzorcich DNA pii celkové
prevalenci 9,1 %, zatimco nested primery MSP detekovaly mikrosporidie ve 20 vzorcich
v celkové prevalenci 60,6 %. Na zdklad¢ téchto vysledkti byly dale pro detekci

mikrosporidii v trusu ptakli pouzivany primery MSP.

4.2. VySetieni exotickych ptaki na vyskyt mikrosporidii

4.2.1. Zachycené druhy mikrosporidii a jejich prevalence

Pomoci PCR, sekvenace nebo RFLP bylo celkem 148 vzorkil trusu pozitivnich na
mikrosporidie v celkové prevalenci 44,1 % (viz Tab. 7). Byly zachyceny 3 druhy
mikrosporidii, konkrétné E. hellem v 4,5 % (15 z336), E. cuniculi v 11,6 % (39 z 336),
E. bieneusi v 16,4 % (55 z336), smiSena infekce E. hellem a E. bieneusi v 3,3 %
(11 z336) a smiSend infekce E. cuniculi a E. bieneusi v 5,1 % (17 z336). Ve 2,1 %
(7 z336) byly vzorky PCR pozitivni na rod Encephalitozoon, ovsem druh se z divodu
nekvalitni sekvence nepodafilo urcit, a v 1,2 % (4 z 336) byly vzorky pozitivni zaroven na
rod Encephalitozoon i na E. bieneusi.

VSsichni vySetfeni ptaci byli v dobrém zdravotnim stavu kromé 4 jedinct. V ramci
vystavy Exota 2007 byli 3 jedinci umisténi mimo vystavovaci plochu vzhledem k vysoké
stresovanosti a nepfiznivému zdravotnimu stavu (neoféma Bourkova - soukromy chovatel
¢. 50, papouSek zpévavy - soukromy chovatel ¢. 51, motylek rudouchy - soukromy
chovatel ¢. 49) a jeden vzorek byl odebran od uhynulého ptdka (agapornis Fischertv -
soukromy chovatel ¢. 39). Jerab rajsky ze ZOO Monkey Town mé¢l zranéné kiidlo a byla
mu podavéana antibiotika. Z téchto ptakti byli na mikrosporidie pozitivni jetab rajsky
a uhynuly agapornis Fischertv.

Tabulka ¢. 8 ukazuje prevalence nalezenych druhii mikrosporidii u chovateld, od
kterych bylo ziskano 6 a vice vzorkt a byl u nich nalezen alespon jeden pozitivni vzorek.
Pomoci ANOVA (R - language for statistical computing; R Development Core Team

2008) byl proveden rozbor varianci, ze kterého plyne, Ze variance v prevalenci je znacné
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vy$§i pro interakci faktoru chovatel:druh (d.f.=36, MSS 18390.9), neZ pro samotny faktor
chovatel (d.f.=17, MSS=4673) [d.f. - stupné volnosti, MSS - model sum of squares].

Tab. 7: Druhy ptaki se zachycenymi druhy mikrosporidii.

Cesky nazev ptaka

Latinsky nazev ptaka

Papousci Psittaciformes Puvod ptika Eh|Ec|EDb
Agapornis Fischertiv Agapornis fischeri chov. €. 2
Agapornis Fischeriv Agapornis fischeri chov. ¢.2 S
Agapornis Fischerlv Agapornis fischeri chov. ¢. 8 S
Agapornis Fischeriv Agapornis fischeri chov. &. 22 S
Agapornis Fischertiv Agapornis fischeri chov. €. 39 R
Agapornis hnédohlavy Agapornis nigrigenis chov.l ¢. 8 S
Agapornis rizohrdly Agapornis roseicollis zv. 8.2 S S
Agapornis rizohrdly Agapornis roseicollis zv.C. 2 S S
Agapornis rizohrdly Agapornis roseicollis chov. ¢&. 14 S
Agapornis rizohrdly Agapornis roseicollis chov. ¢. 23 S
Agapornis rizohrdly Agapornis roseicollis chov. ¢. 23 S
Agapornis Sedohlavy Agapornis cana chov. ¢. 8 S
Agapornis Skraboskovy Agapornis personata zv.C. 2 S S
Agapornis Skraboskovy Agapornis personata zv.¢. 3 R
Agapornis $kraboskovy Agapornis personata chov. ¢. 3 X
Agapornis skraboskovy Agapornis personata chov. ¢. 8 S
Agapornis Skraboskovy Agapornis personata chov. ¢. 22 S
Alexander maly Psittacula krameri zv. 8.2 S
Alexander maly Psittacula krameri chov.¢. 3 S X
Alexander maly Psittacula krameri chov. ¢&. 4 S
Alexander rudohlavy Psittacula cyanocephala chov. ¢&. 3 X
Alexander velky Psittacula eupatria chov. ¢. 2
Amazotian kubansky Amazona leucocephala chov. &. 5 S
Amazoian modrobrady Amazona festiva chov. ¢. 23 S
Amazoiian modrocely Amazona aestiva ZOOMT S
Amazoian pomouceny Amazona farinosa chov. &. 35 R
Amazonan rudocely Amazona autumnalis chov. ¢. 42 R
Amazonan rudocely Amazona autumnalis chov. &. 45 S
Amazonan tukumansky Amazona tucumana chov. ¢. 46 R
Amazonan véjitovy Deroptyus accipitrinus chov. ¢. 23 S
Amazofian zelenolici Amazona viridigenalis chov. &. 45 R
Amazonan zlutohlavy Amazona ochrocephala chov. ¢. 42 S
Amazonek bronzovoktidly | Pionus chalcopterus chov. ¢. 44 R
Amazonek $upinkovy Pionus maximiliani chov. ¢&. 24 R
Amazonek tmavy Pionus fuscus chov. ¢. 42 R
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus zv.C. 2 S S
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus zv.¢. 3 R
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. ¢. 3 X
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. ¢. 3 X
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. ¢&. 3 X
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. €. 6 S
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. &. 6 R S
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. &. 6 S
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Cesky nizev ptika

Latinsky nazev ptaka

Papousci Psittaciformes Puvod ptika Eh) Ec)EDb
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. &. 6 S
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. €. 7 R
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus chov. €. 8 S
Andulka vinkovana Melopsittacus undulatus zv.C. 2 S
Ara arakanga Ara macao ZO00OMT S
Ara ararauna Ara ararauna chov. ¢. 5 X
Aratinga dlouhoocasy Aratinga acuticaudata chov. &. 8 S
Aratinga $kraboskovy Aratinga mitrata chov. ¢&. 8 S
Aratinga zlatohlavy Aratinga auricapilla chov. ¢. 8 S
Barnand limcovy Barnardius zonarius chov. &.9 R S
Barnard limcovy Barnardius zonarius chov. &. 45 S
Kakadu bily Cacatua alba chov. ¢. 33 S
Kakadu Goffiniv Cacatua goffini chov. &. 23 S
Kakadu inka Cacatua leadbeateri chov. ¢. 33 R
Kakadu naholici Cacatua sanguinea chov. ¢. 33 S
Kakadu riizovy Eolophus roseicapillus chov. &. 5 R X
Kakadu rizovy Eolophus roseicapillus chov. &. 5 X
Kakariki rudogely Cyanoramphus novaezelandiae | chov. ¢. 23 S
Kakariki spp. Cyanoramphus spp. chov. ¢. 3 S
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. ¢. 1 S,R
Korela chocholata Nymphicus hollandicus zv. ¢. 2 S
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. ¢&. 3 X
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. ¢. 3 X
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. ¢. 4 S
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. &. 6 S
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. ¢. 3 S
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. €. 8 S
Korela chocholata Nymphicus hollandicus chov. ¢.9 R S
Lori mnohobarvy Trichoglossus haematodus ZOO MT N
Nandej ¢ernohlavy Nandayus nenday chov. &. 8 S
Neoféma modrohlava Neophema splendida chov. €. 31 S
Neoféma ozdobna Neophema elegans chov. ¢&. 27 S
Neoféma tyrkysova Neophema pulchella chov. ¢. 3 X
Neoféma tyrkysova Neophema pulchella chov. ¢&. 10 S
Neoféma tyrkysova Neophema pulchella chov. ¢&. 12 S
Neoféma tyrkysova Neophema pulchella chov. ¢&. 14 S
Neoféma tyrkysova Neophema pulchella chov. ¢. 23 S
Papousek alexandfin Polytelis alexandrae chov. ¢. 52 S
Papousek kralovsky Alisterus scapularis chov. &.2 S
Papousek kralovsky Alisterus scapularis chov. &. 5 X
Papousek mnisi Myiopsitta monachus zv.¢. 3 R
Papousek mnisi Myiopsitta monachus chov. €. 7 S
Papousek mnisi Myiopsitta monachus chov. ¢. 3 S
Papou$ek mnohobarvy Psephotus varius chov. ¢. 3 X
Papousek naddherny Polytelis swainsonii zv. ¢. 2 S
Papousek nadherny Polytelis swainsonii chov. ¢. 3 X
Papousek senegalsky Poicephalus senegalus chov. ¢. 13 S S
Papousek zpévavy Psephotus haematonotus chov. ¢. 23 S
Pyrura spp. Pyrrhura spp. zv. ¢ 2 S
Pyrura spp. Pyrrhura spp. chov. €. 9 R S
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Cesky nézet' [.)téka Latins.ky n‘ézev ptiaka Piivod ptaka E lEnlEC|ED
Papousci Psittaciformes
Rozela penant Platycercus elegans zv. ¢ 2 S S
Rozela penant Platycercus elegans chov. €. 9 S
Rozela penant Platycercus elegans chov. €. 9 R S
Rozela penant Platycercus elegans chov. ¢. 11 S
Rozela penant Platycercus elegans chov. ¢&. 12 S
Rozela penant Platycercus elegans chov. ¢. 18 S
Rozela pestra Platycercus eximius zv. ¢ 2 S S
Rozela pestrd Platycercus eximius chov. ¢. 3 X
Rozela pestra Platycercus eximius chov. ¢. 3 R X
Rozela pestra Platycercus eximius chov. ¢&. 4 S
Rozela pestra Platycercus eximius chov. ¢. 8 R S
Rozela pestra Platycercus eximius chov. €. 9 S
Rozela pestrd Platycercus eximius chov. ¢.9 R S
Rozela pestra Platycercus eximius chov. ¢. 23 S
Rozela pestra Platycercus eximius chov. ¢. 23 S
Rozela pestra Platycercus eximius chov. €. 31 S
Rozela pestrd Platycercus eximius chov. ¢&. 31 S S
Rozela Zlutobficha Platycercus caledonicus chov. €. 9 R S
Rozela zlutolici Platycercus icterotis chov. ¢. 28 N
Zako $edy Psittacus erithacus chov. &. 3 X
Zako Sedy Psittacus erithacus chov. &. 5 N
Zako Sedy Psittacus erithacus chov. &. 19 S S
Zako sedy Psittacus erithacus 700 MT R
Pévci Passeriformes
Amarant maly Lagonosticta senegala chov. ¢&. 16 S
Chuwvigka japonska Lonchura striata domestica zv. 8.3 R
Kanar divoky Serinus canaria chov. ¢. 23 S
Kanar divoky Serinus canaria chov. ¢. 23 S S
Kanar divoky Serinus canaria chov. &. 12 S
Kanar divoky Serinus canaria chov. ¢. 3 N
Kanar divoky Serinus canaria zv. 8.2 S N
Leskoptev dlouhoocasa Lamprotornis caudatus chov. ¢. 3 X
Leskoptev kovova Lamprotornis chalybaeus chov. ¢. 3 X
Leskoptev kovova Lamprotornis chalybaeus chov. ¢. 3 R X
Ryzovnik $edy Padda oryzivora zv. 8.3 R
Spacek pagodovy Temenuchus pagodarum chov. ¢. 23 S S
Zebticka pestra Taeniopygia guttata chov. ¢&. 14 S
Zebricka pestra Taeniopygia guttata chov. ¢. 12 S
Zebiicka pestra Taeniopygia guttata chov. ¢. 3 R X
Zebiicka pestra Taeniopygia guttata zv. ¢ 3 R
Zebticka pestra Taeniopygia guttata zv. ¢ 2 S N
Vrubozobi Anseriformes
Berneska bélolici Branta leucopsis chov. ¢. 15 S
Berneska havajska Branta sandvicensis chov. ¢&. 15 S
Husice andska Chloephaga melanoptera chov. &. 15 S
Husice egyptska Alopochen aegyptiacus 700 MT N
Kratkokridli Gruiformes
Jerab rajsky Anthropoides paradisea ZOO MT | N | |
Meékkozobi Columbiformes
Holoubek diamantovy Geopelia cuneata chov. ¢&. 14 | | | S
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Ceskyvnézev ptika Latinsky nazev ptaka Piivod ptika EhlEc|ED
Mékkozobi Columbiformes
Holoubek diamantovy Geopelia cuneata chov. ¢. 3
Holub chocholaty Ocyphaps lophotes chov. ¢. 3 S
Brodivi Ciconiiformes
Ibis Zlutokrky Threskiornis spinicollis chov. & 15 S |
Dlouhok¥idli Charadriiformes
Pisila karibska Himantopus mexicanus chov. ¢. 15 S
Tenkozobec opacny Recurvirostra avosetta chov. ¢. 15 S
Hrabavi Galliformes
Bazant zlaty Chrysolophus pictus chov. ¢. 3 S
Kiepelka japonska Coturnix japonica chov. ¢. 12 S
Pav korunkaty Pavo cristatus chov. ¢. 3 S
Kukacky Cuculiformes
Bananovec obecny Musophaga violacea chov. ¢. 3 | X

Vysvétlivky:

E: Encephalitozoon spp.

E. h: Encephalitozoon hellem

E. c: Encephalitozoon cuniculi

E. b: Enterocytozoon bieneusi
chov. = chovatel, zv. = zverimex, ZOO MT = ZOO Monkey Town

Druhy mikrosporidii byly uréeny pomoci:

R: RFLP

S: sekvenace

N: PCR, netispésna sekvenace

X: PCR (s druhové specifickymi primery), bez sekvenace.
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Tab. 8: Chovatel¢ a prevalence detekovanych druhi.

Puvod ptaka Pocet vzorki Eo h o E.b
% % %

chov. ¢. 12 6 0,0 50,0 33,3
chov. ¢. 14 7 0,0 42,9 14,3
chov. ¢. 15 15 0,0 20,0 20,0
chov. ¢&. 2 13 3,8 7,1 3,8
chov. ¢. 23 19 23,7 39,5 5,3
chov. ¢. 24 7 0,0 14,3 0,0
chov. ¢. 28 6 0,0 0,0 16,7
chov. ¢. 3 30 8.3 1,7 73,3
chov. ¢. 31 9 5,6 0,0 27,8
chov. ¢. 33 6 33,3 16,7 0,0
chov. ¢. 42 9 11,1 22,2 0,0
chov. ¢. 45 7 28,6 14,3 0,0
chov. ¢. 5 9 5,6 11,1 50,0
chov. ¢&. 8 11 4,5 0,0 95,5
chov. ¢. 9 8 0,0 37,5 62,5
700 MT 28 0,0 10,7 3,6
zv. &. 2 16 15,6 18,8 40,6
zv. 8.3 10 40,0 20,0 0,0

Vysvétlivky:
chov. = chovatel, zv. = zverimex, ZOO MT = ZOO Monkey Town

4.2.2. Vyhodnoceni sekvenci a genotypizace zachycenych mikrosporidii

Sekvenace byla neuspésna v 15ti ptipadech (11,9 %) ze 126, pravdépodobné
z diivodu nekvalitni DNA. Byly detekovany 3 druhy mikrosporidii a 7 genotypt, jak je pro
prehlednost uvedeno v tabulce 9. Ziskané sekvence byly 100% identické se sekvencemi
danych genotypi v GenBank. V pfipad¢ ureni E. cuniculi genotypt I a II byla vyuzita
charakterizace ITS genotypt zalozena na poctu GTTT opakovani (Didier et al. 1995),

nebot’ zatim nejsou v GenBank zadné dostupné sekvence téchto dvou genotypti.

Tab. 9: Druhy mikrosporidii a po€ty nalezenych genotypti

Druh mikrosporidie | Genot Pocet vzorkii | Prevalence genotypu [%] | Cislo sekvence v GenBank
E. hellem 1A 15 4.5 AF338367
3 1 0,3 AF110328
E. cuniculi I (rabbit) 8 2,4 -
11 (murine) 27 8,0 -
111 (dog) 2 0,6 EU001242
E. bieneusi genotyp A 26 7,7 DQ683750
genotyp F 32 9,5 AF135833
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4.3. Sledovani vylucovani spor mikrosporidii

4.3.1. Dynamika vylucovani spor mikrosporidii v trusu andulek vinkovanych

Béhem 30 denniho sledovani 9 andulek vinkovanych bylo odebrdano a vySetieno
240 individuélnich vzorki trusu. Mikroskopicky byly spéry mikrosporidii detekovany
v 10 ptipadech (2,4 %) u Sesti rtiznych ptaki. PCR byly mikrosporidie zachyceny
v 59 vzorcich (24,6 %) u vSech 9 ptaki. VSechny mikroskopicky pozitivni vzorky byly
zaroven pozitivni za pomoci PCR. VSech 9 sledovanych jedincii andulky vInkované
vyluc¢ovalo spdry preruSované v nepravidelnych intervalech, jak lze vycist z grafu 1.

Andulky €. 3 a 5 byly 15. den sledovani usmrceny a vypitvany.

Graf 1: Sledovani vylu¢ovani mikrosporidii 9 andulkami vlnkovanymi.
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4.3.3. Vyhodnoceni sekvenci

Béhem sledovaciho obdobi byly detekovany 2 druhy mikrosporidii. Encephalitozoon
hellem genotypu 1A a 3 a E. cuniculi genotypu II. U 7 jedinci andulky se jednalo
o smisenou infekci E. hellem genotypu 1A a E. cuniculi genotypu II (andulky €. 1, 2, 4, 5,
6, 8 a 9), u jednoho jedince o smiSenou infekci E. hellem genotypu 1A a genotypu 3
(andulka ¢. 3) a u jednoho jedince byl detekovan pouze E. cuniculi genotypu II (andulka ¢.
7) (viz Graf 1).
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4.3.2. PCR z tkani andulek vinkovanych

Tkan€ 4 jedinct andulky vinkované (konkrétné tenké stievo, slepé stfevo, tlusté
sttevo, ledviny, jatra a plice) byly vySetieny na pfitomnost mikrosporidii rodu
Encephalitozoon pomoci PCR. Vysledky vySetieni jsou pro piehlednost znazornény
v tabulce 10.

Andulky béhem sledovaciho obdobi nejevily zadné klinické piiznaky onemocnéni

a béhem pitvy nebyly na organech pozorovany zadné patalogické zmény.

Tab. 10: Vysledky vySetieni organti 4 andulek na rod Encephalitozoon pomoci PCR.

andulka ¢.2 | andulka ¢.3 | andulka ¢.5 | andulka €. 8
tenké stirevo [ pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
slepé stievo || pozitivni pozitivni negativni pozitivni
tlusté stievo || pozitivni negativni pozitivni pozitivni
ledviny negativni negativni pozitivni pozitivni
jatra pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
plice pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni

4.3.4. Histologické zpracovani a TEM

Histologickému vySetfeni byly podrobeny tkan¢ 4 andulek vinkovanych, konkrétné
tenké stievo, slepé stievo, tlusté stievo, ledviny; jatra a plice. Nebyly pozorovany zadné
patologické zmény ani na jednom z odebranych organii. Histologické fezy byly barveny
chromotropem podle Webera, Gramovym modifikovanym barvenim a pomoci Calcofluoru
White M2R, ani jedno barveni vSak neodhalilo pfitomnost spdr mikrosporidii. Pfi
prohlizeni polotenkych fezl byly nalezeny podezielé struktury v tenkém a tlustém stfevu
andulky ¢. 3 a vjatrech a tlustém stfevu andulky €. 5. Byly proto zhotoveny ultratenké
fezy, kde se vSak pfitomnost spor mikrosporidii neprokazala. Podezield struktura v tlustém

sttevu andulky ¢. 3 byla v TEM identifikovana jako bliZze neuréena houbova infekce.
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5. Diskuse

Mikrosporidie, jako oportunni paraziti, pfedstavuji pomérné¢ zavazné puvodce
komplikaci u imunodeficitnich jedincd, zejména AIDS pacientd. Jsou kosmopolitné
rozsifené a tvoii odolné spory, které zlstavaji ve vné&jSim prostiedi relativné dlouho
infek¢ni. Proto identifikovani vSech moznych zdroji mikrosporidiové infekce je dilezité
z hlediska zavedeni u¢innych preventivnich opatteni.

Ptéci se pravdépodobné podili na roznaseni spor mikrosporidii do vnéj$iho prostiedi,
nebot’ u nich mikrosporidie byly uzZ mnohokrat zaznamendny (Reetz 1993, Tocidlowski et
al. 1997, Reetz 1999, Reetz et al. 2002, Snowden and Phalen 2004, Haro et al. 2005, Haro
et al. 2006, Lobo et al. 2006, Slodkowicz-Kowalska et al. 2006, Graczyk et al. 2007,
Kasickova et al. 2007, Bart et al. 2008, Miiller et al. 2008). Spektrum ptacich hostiteld se
stale rozriistd. Pouze v ramci této prace jsem zachytila 73 novych ptacich hostitelt
z 9 riznych tadi. Ve vysetfenych vzorcich trusu exotickych ptaki jsem detekovala 3 druhy
mikrosporidii, které jsou schopny infikovat ¢lovéka, a to v celkové prevalenci 44,1 % (148
z 336). To je zatim u ptakil nejvys§i zaznamenana prevalence mikrosporidii. Ve Spanélsku
byly u holubt mikrosporidie diagnostikovany v 29 % (Haro et al. 2005), v Portugalsku
u holubli a exotickych ptakd v 28,9 % (Lobo et al. 2006), v USA u agapornisi
v 25 %(Barton et al. 2003) a u kolibiikd v 19 % (Snowden et al. 2001), v Holandsku
u holubti v 11 % (Bart et al. 2008) a v Polsku u ptakt volné zijicich, chovanych v zajeti
a hospodarsky chovanych v 3,7 % (Slodkowicz-Kowalska et al. 2006). Nejpiekvapivejsi
bylo zachyceni druhu E. cuniculi v pomérné vysoké prevalenci (11,6 %). Tento druh byl
u ptakt dosud detekovan jen u holubii domécich v 1,8 % prevalenci (Bart et al. 2008), kura
domaciho (Reetz 1993), u 40 % kufecich embryi (Reetz 1999) a korely chocholaté
(Kasickova et al. 2007). NejcastéjSim druhem mikrosporidie detekované u ptaki je
bezesporu E. hellem a ptéci jsou povazovani za primarniho hostitele této mikrosporidie.
Proto jsem ocekavala, ze E. hellem bude také nejcastéjsi mikrosporidii v mnou
vySetfovanych vzorcich. Ve skutecnosti ov§em byla zachycena v pouze 4,5 % a byla
naopak nejméné frekventovanou mikrosporidii. Nejcastéji jsem detekovala E. bieneusi,
atov 16,4 %. Dale mélo 3,3 % ptak smiSenou infekci E. hellem a E. bieneusi a 5,1 %
smisenou infekci E. cuniculi a E. bieneusi. Ve 2,1 % byly vzorky PCR pozitivni na rod
Encephalitozoon a v 1,2 % byly vzorky pozitivni zaroven na rod Encephalitozoon i na

E. bieneusi. Smisené infekce jsem byla schopna rozpoznat pouze v kombinaci s druhem
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E. bieneusi, protoze jsem pro né& meéla druhové specifické primery. V piipadé pouziti
primera specifickych pro rod Encephalitozoon se pravdépodobné namnozi nejvice DNA
toho druhu, ktery je v daném vzorku v pfevaze a naslednou sekvenaci tedy nebylo mozné
identifikovat smiSené infekce. Na zakladé vysledkt sledovani andulek vinkovanych byla
vyvinuta RFLP metoda, kterda by mohla v budoucnu slouzit k odhaleni smiSenych infekci
riznymi druhy mikrosporidii rodu Encephalitozoon. Druh E. intestinalis jsem nezachytila
ani v jednom z vySetfovanych vzorkd, ptestoze jiz byl u ptakid detekovan (Haro et al. 2005,
Slodkowicz-Kowalska et al. 2006, Bart et al. 2008). Bylo to ovSem pouze ve tiech
ptipadech u volné zijicich ptakti a vzdy ve velmi nizkych prevalencich. Podobné
prevalence mikrosporidii byly zjistény i ve Spandlsku u holubd, kde nejast&jsi
mikrosporidii byl také E. bieneusi (9,7 %), dale E. intestinalis (4 %), E. hellem (0,8 %)
a smiSené infekce E. bieneusi a E. hellem (4,8 %), E. bieneusi s E. intestinalis (0,8 %)
a E. hellem s E. intestinalis (0,8 %) (Haro et al. 2005). Také v Holandsku byl u holubt
E. bieneusi jako nejcastéjsi druh identifikovan v 5,4 %, E. hellem v 3,3 %, E. cuniculi
v 1,8 % a E. intestinalis v 0,3 % (Bart et al. 2008). Ob¢ tyto studie se zamétovaly na
méstské holuby domadci, ktefi jsou v blizkém kontaktu s ¢lovékem a u kterych je
E. bieneusi také nejcastéjsim druhem mikrosporidie.

Z4dny z vySetfovanych ptaktl nemél zdravotni potize kromé 4 jedinct rtiznych druht
ptakii. Z nich byli na mikrosporidie pozitivni 2 ptaci, konkrétné jefab rajsky na rod
Encephalitozoon a uhynuly agapornis Fischeriv na E. hellem. Klinické pfiznaky
mikrosporididzy jsou typicky nespecifické a vétSinou jsou pozorovany u mladych ptakda.
Béhém 1 az 3 dnua nastava smrt (Novilla and Kwapien 1978, Black et al. 1997, Carlisle et
al. 2002). U dospélych ptaki infekce probihaji vétSinou asymptomaticky (Snowden et al.
2000, Snowden et al. 2001, Haro et al. 2005) a k rozvoji klinickych ptiznakd dochazi,
pokud ma ptak oslabenou imunitu (Black et al. 1997, Carlisle et al. 2002, Miiller et al.
2008). Jerab rajsky m¢l zranéné kiidlo a byla mu podavana antibiotika, ale nebyly
pozorovany zadné piiznaky onemocnéni. Jaky zdravotni stav pifedchazel uhynuti
agapornise Fischerova se bohuzel nepodafilo zjistit.

Sekvenaci pozitivnich vzorkti bylo mozné rozclenit tifi detekované druhy
mikrosporidii do sedmi ITS genotypt. Genotyp 1A (4,5 %) E. hellem jednoznacné
prevazoval nad genotypem 3 (0,3 %), coZ je v souladu s literarnimi 0daji. U ptakid byl
zatim zachycen pouze E. hellem genotypu 1 (Suter et al. 1998, Snowden et al. 2000,
Snowden et al. 2001, Haro et al. 2005). Pfi vySetfovani trusu holubli v n¢kolika méstskych

parcich ve Spanélsku byl u jednoho z E. hellem-pozitivnich vzorkd uréen genotyp 1A,
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ktery byl rovnéZ izolovan z pacienta ze Spanélska (Xiao et al. 2001a), coz podporuje
zoonoticky potencial této mikrosporidie (Haro et al. 2005). Encephalitozoon hellem
genotypu 3 byl identifikovan u HIV-pozitivniho pacienta ze Svycarska (Mathis et al. 1999)
a nyni jsem tento genotyp poprvé nalezla u ptakti. Oba mnou zaznamenané genotypy
E. hellem by tedy mohly byt potencialn¢ infek¢éni pro ¢loveéka, jestli vSak k takovému
prenosu dochazi je vsak stale nejasné. V ptipadé E. cuniculi byly zachyceny vSechny tii
ITS genotypy. Nejcastéjsi byl genotyp II (8 %), dale genotyp I (2,4 %) a nejméné genotyp
I (0,6 %). Jedina doposud znama sekvence E. cuniculi z ptaka (korely chocholaté) patii
do psiho genotypu III (Kasickova et al. 2007). Genotyp III byl zaznamenan u lidi stejné
jako genotyp I (krali¢i) (Deplazes et al. 1996, Didier et al. 1996a, Rinder et al. 1998, Rossi
et al. 1998, Snowden et al. 1999, Tosoni et al. 2002). Je nepravdépodobné, Ze by
E. cuniculi byl pfirozeny patogen ¢loveéka a jeho zoonoticky ptuvod je ziejmy. Jednotlivé
genotypy E. cuniculi maji rozdilnou hostitelskou preferenci. Genotyp II (mysi) byl
identifikovan v hlodavcich a liSkach polarnich. VSechny izolaty E. cuniculi z kralika byly
doposud charakterizovany jako genotyp I (krali¢i) a vSechny izolaty ze psi jako genotyp
II (psi) (Mathis et al. 2005). Identifikovani E. cuniculi u exotickych ptaki rozsituje
hostitelské spektrum této mikrosporidie. Pasaz spor travicim traktem povazuji za
nepravdépodobnou zejména u ptakli chovanych ve vnitinich voliérach ¢i v domacnosti,
nebot’ ptaci jsou krmeni komerénim krmivem, kde kontaminaci mikrosporidiovymi
sporami nepiedpoklddam (na zaklad¢ prikazu infekce ve tkénich andulek, viz nize)
a nejsou v kontaktu s jinymi zvifaty zejména hlodavci, jejichz genotyp II byl u ptaka
nejcastéji. Nabizi se jesté opac¢na uvaha, spory E. cuniculi v kontaminovaném komerénim
krmivu hlodavéim trusem pii jeho skladovani pted balenim nebo piipravou krmnych smési
by mohla byt zdrojem infekce a pfispivat k ¢astéjsimu zastoupeni E. cuniculi genotypu II.
U E. bieneusi bylo popsano mnoho genotypt zalozenych na jemnych rozdilech v ITS
sekvenci. V této praci byly detekovany pouze 2 genotypy, A a F. Genotyp A byl doposud
nalezen pouze u lidi (Rinder et al. 1997, Leelayoova et al. 2005, Breton et al. 2007, Espern
et al. 2007) a nyni jsem ho zachytila i u ptakd, a to v pomérné vysoké prevalenci (7,7 %).
Druhym zaznamenanym byl genotyp F v prevalenci o néco vyssi nez genotyp A (9,5 %).
Genotyp F, ptivodné izolovany z prasat, byl identifikovan nejen u prasat, ale také u skotu
(Breitenmoser et al. 1999, Rinder et al. 2000, Dengjel et al. 2001, Sak et al. 2008).
V ptacich byly zatim detekovany genotypy D, J, Peru-6 nebo genotypy podobné Peru-6
a n¢kolik novych doposud nepopsanych genotypil (Reetz et al. 2002, Haro et al. 2005,
Haro et al. 2006, Lobo et al. 2006, Miiller et al. 2008). Ani jeden z mnou detekovanych
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genotypu nebyl jeste u ptakli zaznamenan. Nynéjsi ndlez genotypu A u ptakl naznacuje, ze
by zde mohlo dochazet k pienosu E. bieneusi mezi lidmi a ptaky.

Sledované andulky vinkované nevykazovaly zadné pfiznaky onemocnéni a vSechny
vylucovaly spory E. hellem a/nebo E. cuniculi pferusované v nepravidelnych intervalech,
coz sveéd¢i o dlouhodobé chronické infekci. Smisené infekce u andulek mohly byt
zpisobeny tim, Ze andulky pochazely z jednoho zverimexu, kde byly chovany ve spole¢né
voliéte a mohlo tak dojit k pfenosu infekce mezi jednotlivymi ptaky. Béhem pitvy
4 jedincii andulky vinkované nebyly nalezeny zadné patologické zmény na organech. PCR
detekovala mikrosporidiovou DNA rodu Encephalitozoon v tenkém stievu, jatrech
a plicich vSech 4 andulek, jeden jedinec (€. 5) mél negativni slepé stievo, dalsi (. 2) mél
negativni ledviny, tfeti (¢. 3) m¢l negativni ledviny a tlusté stievo. Posledni vypitvany
jedninec andulky (¢. 8) mél pozitivni vSechny vySetfované organy a zaroven bchem
sledovaciho obdobi nejvice vylucoval spory (12 ze 30 dnil), coz by mohlo znadit, Ze u néj
byla infekce intenzivnéj$i nez u jedince (€. 2) s negativnimi ledvinami (9 ze 30 dni).
Srovnani se zbylymi 2 andulkami (€. 3 a 5) je problematické, nebot’ byly vypitvany jiz
15 den sledovani. VySe zminéné organy byly podrobeny také histologickému vySetfeni.
Rezy byly barveny 3 druhy barveni, ani jedno viak nepomohlo odhalit pitomnost
mikrosporidiovych spor. V polotenkych fezech tenkého a tlustého stfeva andulky ¢. 3
a jater a tlustého stfeva andulky ¢. 5 byly nalezeny podezielé¢ struktury. Nasledna
transmisni elektronova mikroskopie mikrosporidiovou infekci nepotvrdila, byly ovSem
nalezeny utvary, které zna¢i houbovou infekci blize neuréenym organismem. To, Ze se
nepodafilo prokazat mikrosporidiovou infekci v organech infikovanych ptakt
histologickym vySetfenim pfisuzuji slabé infekci (malé procento infikovanych bunck)
a dobrému imunitnimu stavu hostiteli. Podobné se nepodatilo prokazat mikrosporidiovou
infekci v tkénich uhynulych sokold za pomoci nékolika riznych barveni i piestoze byly na
organech viditelné Zlutavé 1éze a mikrosporidiova infekce byla nasledné potvrzena
imunohistochemicky (Miiller et al. 2008).

V ptipadech, kdy nejsou kdispozici histologickd vySetfeni, vysledky
experimentalniho pienosu infekce nebo mikroskopicky prikaz parazita v trusu a nalezy
infekei jsou podpotfeny pouze na zakladé molekuldrnich metod, mohou byt vysledky
nespravné interpretovany z divodu pasdZze spor zaZivacim traktem zvifete. Vzhledem
k tomu, Ze andulky byly zakoupeny jiz jako pozitivni a i po zméné prostiedi a krmné diety
(krmeni a napdjeni zjiného zdroje) byly prokazovany pozitivni nalezy mikrosporidii

v trusu, povazuji pasaz spor travicim traktem za nepravdépodobnou. Navic byla pomoci
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PCR prokézana ptitomnost mikrosporidii ve tkanich infikovanych jedincti. Taktéz
pfipadnou kontaminaci komerén¢ doddvaného krmiva lze vyloucit, nebot’ prevalence
jednotlivych druhii a genotypi mikrosporidii rodu Encephalitozoon se u sledovanych ptakt
vyrazng lisila.

V piipad¢é prevalenci mikrosporidii ptakti vySetfovanych piimo u chovateli nebo ve
zverimexech povazuji pfipadnou kontaminaci vzorkli za nepravdépodobnou na zaklade
statistické analyzy variance. Bylo prokazano, Ze variance v prevalenci je zna¢né vyssi pro
interakci faktoru chovatel:druh, nez pro samotny faktor chovatel. Pokud by se
v jednotlivych ptfipadech nejednalo o infekei, dalo by se ocekavat, ze prevalence
jednotlivych druhii u jednotlivych chovateli budou stejné nebo se budou podobat. Potom
by variabilita vysvétlend interakci chovatel:druh byla nulova, respektive nizkd. Variabilita
této interakce vSak byla vysok4 a dokonce vétsi nez variabilita prevalenci mezi chovateli.
Z téchto vysledka vyplyva, Ze prevalence jednotlivych druhti mikrosporidii se u rtiznych
chovatelil znacné lisily a ndlezy jsou rozdéleny nendhodné

Zachytnost obou pouzitych diagnostickych metod se vyrazné liSila. Mikroskopicky
jsem spory zachytila v 2,4 % a pouze u Sesti z deviti andulek, kdezto PCR jsem detekovala
mikrosporidie ve 24,6 %, a to u vSech deviti ptakd. VSechny mikroskopicky pozitivni
vzorky byly zarovenn PCR pozitivni. Z tohoto je ziejmé, ze pro spolehlivou detekci spor
mikrosporidii v trusu je nutné vyuziti citlivéj$i metody jako je napiiklad PCR. To
podporuji i1 vysledky jinych autort. Studie, kterd se zabyvala porovnavanim téchto dvou
metod uvadi, ze mikroskopicka detekce spor E. hellem v koncentraci 10* spér na gram
trusu kufete byla pouze v 50 % pozitivni ve srovnani s PCR detekci. Spory E. hellem
v koncentraci 10° spor na gram trusu kufete byly detekovatelné pouze pomoci PCR (Fayer
et al. 2003). V jiné studii byly spory E. intestinalis o riznych koncentracich ptidavany do
lidské stolice. Usp&snost detekce za pomoci svételné mikroskopie kolisala mezi
koncentracemi 10* a 10° spor na gram stolice, ale spolehliva byla pouze pii koncentraci
10° spér na gram stolice. Tak malou koncentraci jako 10 spor na gram stolice bylo mozno
zachytit pouze metodou PCR, a to ve vSech zkoumanych vzorcich (Miiller et al. 1999).

Zdroje a zpusoby pifenosu vétSiny mikrosporidii infikujicich ¢lovéka jsou stéle
nejasné. Protoze spory mikrosporidii jsou uvoliiovany do vnéjsiho prostiedi se stolici, moci
nebo v respirac¢nich sekretech, mozné zdroje infekce mohou ptedstavovat osoby nebo
zvitata infikovand mikrosporidiemi. Mezi nejvice diskutované zplsoby pienosu
mikrosporidii patii pozieni kontaminovaného jidla nebo vody, zoonoticky pienos, kontakt

s kontaminovanou vodou, inhalace kontaminovaného aerosolu, pfenos pies vektory
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a vertikdlni pfenos (Bryan and Schwartz 1999, Didier et al. 2004). Ptdci mohou byt
zdrojem mikrosporidii pro lidi, nebot’ u nich byly zaznamenany druhy, které infikuji
¢loveka. Ovsem jestli k takovému ptenosu skutecné dochazi doposud potvrzeno nebylo. Za
zminku stoji, ze néktefi pacienti s ocni mikrosporidiozou vlastnili nebo byli v kontaktu
s doma chovanymi ptaky (Friedberg et al. 1990, Yee et al. 1991). Spojitost mezi kontaktem
s kachnami a kurem a rizikem infekce genotypem Peru-1 E. bieneusi byla nalezena pfi
vySetfovani HIV-pozitivnich pacientu ze 2 nemocnic v Peru (Bern et al. 2005). Vysledky
studii, provedenych pfevazn¢ na méstskych holubech, také naznacuji, ze zde neni bariéra,
ktera by branila pfenosu mikrosporidii mezi ptaky a lidmi. Navic navstévniky méstskych
parka jsou hlavné déti a stafi lidé, ktefi patii do rizikové skupiny pro mikrosporidiové
infekce (Haro et al. 2005, Lobo et al. 2006, Bart et al. 2008).Velka skupina blizce
ptibuznych genotypt E. bieneusi nema striktni hostitelskou specifitu a jsou ¢asto nalézany
jak u lidi tak zvifat (Sulaiman et al. 2003b). Napiiklad E. bieneusi genotyp Peru-6
detekovany v holubech a agapornisovi byl shodny s genotypem ziskanym z AIDS pacient
z Peru (Lobo et al. 2006). Nové byl v 6 analyzovanych vzorcich ze sokolll popsan genotyp
D, ktery uz byl také diive izolovan z ¢lovéka, makaka a prasete (Miiller et al. 2008). Také
vyzkum provedeny v Polsku poukazuje na moznost zoonotického pirenosu mikrosporidii.
Byly vysSetfovany rizné druhy volné zijicich, hospodaisky vyznamnych 1 v zajeti
chovanych ptakd. Opét byla potvrzena pfitomnost lidskych druhii mikrosporidii v trusu
ptakt. Nejveétsi prevalence byla u ptakil vodnich, coz by mohlo znacit moznost pfenosu
spér mikrosporidii z ptakd na lidi prostfednictvim vody (Slodkowicz-Kowalska et al.
2006). Dalsi vyzkum prokazal, Ze osoby vystavené 30 minutovému kontaktu s méstskymi
holuby, jako naptiklad pfi ¢iSténi povrchli kontaminovanych holubim trusem, mohou
inhalovat piiblizné 3,5 x 10° spér E. bieneusi. Spéry z trusu holubt mohou byt rozptyleny
v aerosolu, mohou byt inhalovany lidmi a mohou také slouzit jako zdroj kontaminace vody
(Graczyk et al. 2007). U exotickych ptakti chovanych v zajeti jsem prokéazala vyskyt
3 rliznych druhti mikrosporiii infikujicich ¢loveéka a u kazdého druhu jsem zaznamenala
alesponi jeden genotyp dfive zachyceny u clovéka. Chovatelé jsou s chovanym ptactvem
v blizkém kontaktu pfi péci, krmeni a uklizeni jejich voliér. Pfitom se mohou infikovat
inhalaci, ptimym kontaktem se sliznici nebo pozienim spor rozptylenych v prachu, ktery
vznikd pfi tiepotani kiidel nebo pfi tklidu a zametani voliéry. Ptaci chovani doma jsou
navic Casto po ur¢itou dobu nechavani volné poletovat po mistnosti a mohou tak svym
trusem kontaminovat rizné povrchy, nabytek, stoly atd., kde muze dochazet ke

zkontaminovani jidla. Na mikrosporidie pozitivniho ptaka je mozné zakoupit jak od
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soukromého chovatele tak ze zverimexu, nebot 1 tam jsem detekovala mikrosporidie.
Navic chovatelé¢ se Casto schdzi na riznych vystavach exotického ptactva, Casto si
vyménuji ptaky na chov a nékdy i na pomérné velké vzdélenosti, zvlasté pokud se jedna
o vzacnéjsi a cennéj$i druhy. V Polsku byli vySetfovani voln¢ Zijici 1 v zajeti chovani ptaci
na pritomnost spoér mikrosporidii. Prevalence u vodniho ptactva byla signifikantné vyssi
neZ prevalence u ostatnich ptaki, navic trus vodniho ptactva obsahoval prokazatelné vice
spor (v praméru 3,6 x 10° spor/gram) neZ trus ostatnich ptaka (v praméru 4.4 x 10*
spor/gram). Jedind navstéva hejna vodniho ptactva miize vnést do povrchovych vod
priblizng 9,1 x 10® spér mikrosporidii, které jsou schopny infikovat &lovéka. Vodni ptactvo
se obvykle sdruzuje ve velkych hejnech a ma neomezeny pfistup k povrchovym vodam
véetné rekreacnich vod a vod vyuZivanych k produkci pitné vody (Slodkowicz-Kowalska
et al. 2006).

Vysledky ziskané v této studii prokazaly, ze mikrosporidie schopné infikovat savce
vcéetné cClovéka jsou patrné bézné pritomny v malém a pravdépodobné nesSkodném
mnozstvi ve tkanich exotickych ptaka. K vylucovani jejich spor do prostiedi vSak dochdzi
nespojité, v podstaté ziidka. Tato skute€nost mé zavazné disledky pro epidemiologické
rozvahy. Skute¢né pocty infikovanych ptakl jsou jisté mnohem vyssi, nez by se dalo
usuzovat z koprologickych vySetieni. Ptdci mohou vyznamné tyto agens pienaset jednak
z ptirody do lidskych ptibytkl a jednak na velké vzdalenosti z jedné geografické oblasti do
jiné. Exoticti ptaci jsou pfedmétem legalniho obchodu i pasovani a jsou tedy pievaZeni na
velké vzdalennosti a dostavaji se nakonec do lidskych piibytk. Na druhou stranu, pokud
jde o mnozstvi spdr kontaminujicich prostiedi, nejsou ptaci jejich vyznamnym zdrojem
(pokud z néjakého diivodu klinicky neonemocni).

Nejvetsi riziko predstavuji infikovani ptaci hlavné pro imunosuprimované lidi jako
jsou pacienti s AIDS a pacienti po transplantaci, ovSem cestovatelé, déti, nositelé
kontaktnich cocek a starSi lidé také patfi mezi rizikové skupiny. Vysledky mé prace

podporuji hypotézu, Ze ptaci mohou slouzit jako zdroje lidské mikrosporidiové infekce.
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6. Zavéry

1.

U exotickych ptakii na tzemi Ceské republiky byly zaznameniny 3 druhy
mikrosporidii schopné infikovat clovéka v pomérné vysoké prevalenci (44,1 %)

a bylo identifikovano né€kolik desitek novych ptacich hostiteli.

Druh E. cuniculi byl ptekvapivé druhou nejcastéjsi mikrosporidii hned po
E. bieneusi. Ptaci jsou povazovani za primarniho hostitele druhu E. hellem, ten

vwr

detekovala genotypy, které byly rovnéz identifikovany u lidi.

Sledovani vyluovani spor mikrosporidii v trusu 9 ptirozené infikovanych andulek
vinkovanych pomoci molekularnich metod odhalilo jejich inaparentni infekci
a nepravidelné vylu¢ovani spér. Mikrosporidie byly identifikovany v organech
infikovanych andulek pomoci molekularnich metod. Histologické vySetfeni ani
TEM vsSak mikrosporidie v tkanich nepotvrdila, zfejmé kvili nizkému procentu

infikovanych bun¢k.

Vlastni ndlezy i literarni udaje podporuji hypotézu o vyznamné roli ptaka jako
zdroju infekce mikrosporidii nikoliv z hlediska mnozstvi produkovanych spér, ale
jejich Sifeni do blizkosti ¢loveka, a to 1 na pomérné velké vzdalenosti. Realné riziko
pfedstavuji zejména exoticti ptadci chovani v zajeti, nebot’ jejich chovatelé jsou

s nimi ve velmi tuzkém kontaktu.
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Podékovani:

Na tomto misté bych rada podckovala kazdému, kdo mi jakymkoliv zplsobem
pomohl. Zvlastni dik patfi mému Skoliteli za odborné vedeni, vSem zaméstnancim
laboratote lékafské parazitologie za cenné rady, obrovskou trpélivost a za vytvoreni
pratelské atmosféry, ale také vSem, ktefi mi poskytli materidl nebo mi pomohli s jeho

sbérem.
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