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Abstrakt

The target of this study was proving the occurrence of opportunistic
parasites in alcoholics. The examined material was stool. In total 28 samples were
examined. 4 samples from the patients of Psychiatric Hospital in Cerveny Dvir, 5
samples were from the patients hospilatized at the psychiatric ward of the Central
Military Hospital, 3 samples were provided by the patients of the Psychiatric
Hospital in Havlickiv Brod and 16 samples were from the patients in terrain,
comming to the therapy to outpatient’s ward.

For the microscopic examination of stool the following methods were
applied: M.L.LF.C concentration method for providing the development stages of
protozoans, coloring method of Milacek-Vitovec, serving for the diagnostic of
crypto-sporidia oocysts in stool and Calcofluor, which is aimed at the detection of
microsporidia. Molecular diagnostic was based on PCR and product restriction.
PCR method has shown the presence of microsporidia in case of 1 patient of 28.

Following sequenation and phylo-genetic  analysis  diagnosed
Encephalitozoon cuniculi. Encephalitozoon cuniculi was detected in case of one
patient from terrain.

Occurence of microsporidia in alcoholics amounts 4%.
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Uvod

Oportunni paraziti jsou organismy, které mohou vyvolat zavazna
onemocnéni pii naruseni imunitniho systému hostitele. U
imunokompromitovanych pacienttl je riziko oportunnich infekci vysoké, a to i v
ptipad¢ nizké virulence. Alkohol zasahuje do funkce bun¢k imunitniho systému,
dochazi k naruseni imunitniho systému a zvySené vnimavosti k infekci. Abuzus
alkoholu je spojen se snizenou produkci protilatek a snizenim aktivity makrofagu,
Casto je také provazen proteinovou malnutrici a poklesem imunity.

Tato prace se snazi prokazat ptitomnost oportunnich parazitii u alkoholik,

Vv zavislosti na konzumaci alkoholu a poskozeni organismu jedince.



1. Soucasny stav

1.1 Parazitismus

Parazitismem oznacujeme souziti dvou organismu, hostitele a parazita.
Parazit neboli cizopasnik je organismus, jenz ziskava ziviny z jednoho Ci vice
hostiteltl.

Existuje n¢kolik typli souziti organismu a hostitele. Symbidza je
definovana jako vztah dvou organismt, které bez sebe nemohou existovat.
Zahrnuje komensalismus, forézu, mutualismus (Volf et Horak, 2007, Bednat,
1999). Pii komensalismu parazit vyuziva potravy z vnéjsiho i vnitiniho prostiedi
hostitele bez jeho poskozeni. Forézou oznaCujeme vyuziti hostitelského
organismu Kk transportu jiného organismu nebo Ukrytu. Za mutualismuz
povazujeme stav, kdy jeden z organismil ziskava Ziviny (Rohde, 2005).

Rozdé€leni parazith na ektoparazity a endoparazity je dano lokalizaci
(Rohde, 2005). Ektoparazité ziji na povrchu hostitele, endoparazité jsou pfitomni
v organismu hostitele (Volf et Horak, 2007). Endoparazity 1ze délit na stfevni,
krevni, dutinové a tkanové. Toto roz€lenéni je na zikladé¢ napadeného orgénu
(Bednat, 1999).

Parazitické organismy lze d¢lit také na zaklad€ jejich Zivotni strategie.
Mikroparaziti se v téle hostitele mnozi. Makroparaziti produkuji infek¢éni stadia
bez pomnozeni (Rohde, 2005).

Zivotni cyklus parazitti rozdélujeme na monoxenni a heteroxenni (Rohde,
2005).

Na zékladé¢ vztahu cizopasnika a hostitele rozeznavame docasny
parasitismus neboli temporarni (Volf et Horak, 2007, Bednaft, 1999). Permanentni
paraziti setrvavaji v hostiteli i cely zivot (Volf et Horak, 2007). Obligatorni
parazité¢ jsou odkazani na cizopasny Zivot. Fakultativni organismy parazituji

ptilezitostné (Bednat, 1999).



Parazité se mohou zivit na jednom hostiteli (monofagni) nebo na n¢kolika
hostitelskych organismech (polyfagni) (Bednat, 1999). Obvykle dochazi
k poskozeni hostitele (Rohde, 2005).

1.2 Oportunni parazitismus

Pojmem oportunni parazitismus 1ze rozumét schopnost mikroorganismu -
parazitll vyvolat zavazné onemocnéni pfi naruSeni imunitniho systému hostitele.
U imunokompromitovanych pacientli je vysokeé riziko oportunnich infekci, a to i
v piipadé nizké virulence (Sepkowitz, 2002). K oportunnim infekcim u
imunodeficitnich jedinct radime toxoplasmodzu, mikrosporidiozu,
kryptosporididzu a onemocnéni zpiisobené isosporou (Petithory et al., 1989) a C.
cayetanensis (Jira, 2009). Mezi oportunni parazitdozy v naSich podminkach, které

byly hlaSeny a zvetfejnény na WWW.SzU.Cz, patii toxoplasmoza a kryptosporididza.

1.3 Stievni parazitarni infekce

Tyto infekce jsou vyvolavany helminty nebo prvoky, ktefi maji Skodlivé
ucinky na stfevni tkan (Hoste, 2001). Stfevni parazitarni infekce patii mezi
nejrozsitengjsi infekce v rozvojovych zemich (Siwila, 2010). Gastrointestinalni
trakt je primarnim mistem v pribcéhu Zivotniho cyklu parazith (Park, 2007).
Stfevni infekce jsou Casto zpusobeny G. intestinalis, E. histolytica,
Cryptosporidium sp. (Ngui et al., 2011). Pti invazi epitelovych bunék sliznice
tlusttho a slepého stfeva entamebami dochazi k nekrotickym 1ézim.
Gastrointestindlni onemocnéni je spojeno s abdomindlnimi obtiZemi, prijmy.
Miize dochéazet k ztrat€¢ chuti kjidlu, stfevni malaabsorpci (Hoste, 2001).
Mikrosporidie E. intestinalis a E. bieneusi vyvolavaji zmény v tenkém stieveé
(Jira, 2009).

K ptenosu dochdzi fekdlné-oralni cestou, kontaminovanou vodou,
potravou (Stejskal, 2007). Dilezitou skuteCnosti je vztah parazita a imunitniho

systému jedince. K vyraznym projevim infekce dochazi u nemocnych s poruchou

specifické bunécné imunity (Krejsek et Kopecky, 2004).


http://www.szu.cz/

Imunitni odpovéd organismu vacéi parazitim zahrnuje fyziologické
obranné¢ bariéry a také slozky pfirozené a specifické imunity (Krejsek et Kopecky,
2004).

Vybrana parazitdarni onemocnéni v CR v letech 2001 - 2011 unor

Znazoriuje Tab. 1.

Tab. 1: Vybrana parazitarni onemocnéni v CR v letech 2001-2011 tinor

unor
Diagnéza 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
Amebodza 25 29 18 15 20 9 9 11 5 18 0
Kryptospordidza 3 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0
Toxoplazméza 516| 646| 455| 319| 347| 328| 231| 248| 221| 258 23

(Www.szu.cz)

V Tab.1l je patrna nizka prevalence kryptosporidiozy. Kryptosporidie se
vSak vyskytuji relativné ¢asto. Problém je v diagnostice, protoze nejsou zahrnuty
v rutinnim schématu vySetfeni stfevnich parazitoz a nékteré parazitologické
laboratofe nepouzivaji cilené barveni na kryptosporidie. Ameboza pravdépodobné
zahrnuje 1 nalezy nepatogennich stfevnich améb, které nékteré laboratore hlasi.
Mezi nepatogenni améby patii E. dispar, E. hartmanni, E. coli (Volf et Horak,
2007). Toxoplasméza je kazdoroéné diagnostikovana u 300 az 400 lidi

(Nohynkova, 2011).

1.3.1 Obrana hostitelského organismu proti parazitarni infekci

Obranné mechanismy proti parazitim jsou jak specifické tak i nespecifické
(Jira, 2009). Parazité stimuluji specifickou bunéénou odpoveéd’. Dochazi k indukci
TH1 T-lymfocytd, coz je typické cytotoxickou reaktivitou, vznikem granulomi.
V ptipad¢ vniku TH2 imunitni odpovédi, je stimulovana populace B-lymfocyti k
tvorbé specifickych protilatek vSech tiid imunoglobulini. U parazitarnich infekei

je vyrazné zvySeni IgE (Krejsek et Kopecky, 2004).

10


http://www.szu.cz/

1.3.1.1 Nespecificka imunita

Poskytuje jen Castecnou ochranu. Nespecifické imunitni mechanismy se
uplatnuji diive nez adaptivni imunitni mechanismy (Hicks et al., 2000).

V prvni linii dochédzi k uplatnéni fyzikalné-chemickych bariér v sliznici
traviciho traktu, které tvoii mechanické prekazky. Muciny a mucinové molekuly
jsou hlenovité sekrety vétSiny epitelt, které maji podil na adhezi a invazi
hostitelské bunky. Hostitelské muciny brani usidleni parazit a ulehcuji jejich
vypuzeni. Paraziti secernujici enzymy degradujici mucin a usnadiujici prekonani
membrany z mucinu. Interakce s muciny hostitele se mohou uplatnit u
kryptosporidii, lambii, entaméb (Hicks et al., 2000).

Druhou linii tvofi humoralni a bunééné obranné mechanismy, se kterymi
se setkavaji protozoicti paraziti jimz se podafilo pfekonat bariérové mechanismy.
Humordlni slozku tvofi alternativni cesta aktivace komplementu, jiz vyvolaji
povrchové vrstvy protozoi. C3 slozka aktivuje fragment C3b, ktery se navaze na
povrch parazita a dochazi k aktivaci komplementové kaskady s terminalni

lytickou fazi (Overath et Aebischer, 1999).

1.3.1.2 Specificka imunita

Mezi specifické imunitni mechanismy patii humoralni a bunééné
zprostiedkované mechanismy (Hoftej$i et Bartlnkova, 2005).

Subpopulace Thl zprosttedkuje bunéfnou imunitni odpovéd proti
intraceluldrnim  parazitickym protozoim (Jira, 2009). Pohlceni parazita
makrofagem vede k produkci IL-12, ten sméfuje diferenciaci T-prekursorii na
Th1. Thl produkuje TNF a INF-gama. Tyto cytokiny aktivuji makrofagy k tvorbé
NO (baktericidni oxid dusnaty). K aktivaci makrofagii pomahaji protilatky 1gG2,
produkovany pod vlivem INF-gama. Imunokomplexy obsahujici tuto protilatku se
dobte vazi na Fc makrofagl a tim je stimuluji (Hofejsi et Bartiiikova, 2005).

Subpopulace Th2 zprostfedkuje humoralni imunitni odpoveéd’ (Jira, 2009).
Th2 spolupracuje s B-ly. Pomoc je zalozena na produkci IL-4, IL-5, IL-6 a

pfimém mezibunééném kontaktu. Pro vznik Th2 bunék je tieba setkani
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prekurzorové bunky s antigenem na APC za pfitomnosti IL-4. Pod vlivem IL-4
dochazi k prodikci protilatky IgE. IgE nasedaji na IgE receptory na povrchu
mastocytil a basofili. Pfi kontaktu s parazitem dojde kuvolnéni mediatora a
zanétlivé reakci (Hortejsi et Bartiitkova, 2005).

U intestinalnich nakaz se uplatiluje slizni¢ni imunitni systém. Imunitni
buniky tvoii CD4+ a CDS8+ T-bunky, B-buiky, NK a fagocyty. Luminalni
antigeny ve stfevé stimuluji lymfatickou tkan, lamia propria mucosae a
intraepitelidlni lymfocyty (McDonald, 1999).

Protozoa indukuji sekreci chemokinti (Brenier-Pinchart et al., 2001).

1.4 Zavislost na alkoholu

Svétova zdravotnickd organizace popisuje rizikové piti jako pravidelnou
konzumaci 20 az 40g alkoholu denné u Zen, u muzt 40 — 60g denné. PoSkozeni
zdravi fyzického nebo psychického je vysledkem nadmérné konzumace alkoholu,
tedy Skodlivé konzumace. Zde se mnozstvi alkoholu pohybuje u Zen okolo 40g na
den, u muzl okolo 60g denné. Zavislost na alkoholu je definovéna jako soubor
fyziologickych, behavioralnich a kognitivnich fenoménii, kdy poZivani alkoholu
je pro jedince prioritou nad v§im ostatnim (Anderson et al., 2005).

Jednim z Kritérii zavislosti na alkoholu je zvySovani potieby alkoholu k dosazeni
intoxikace ¢i pozadovaného ucinku. Zavisly setrvava v konzumaci alkoholu 1 pies
uvédomeéni si negativniho G¢inku (Anderson et al., 2005).

Alkohol poskozuje Zaludek, pankreas, centrdlni nervovy systém a
zpusobuje periferni neuropatie (Macak et Macakova, 2004). Alkoholicka
hepatitida je jednim z prvnich pfi¢in onemocnéni jater alkoholikii a nasledné
cirhozy jater. U té€Zkych zavislosti na alkoholu se cirhéza projevuje do 5 let.
Vyznamnou roli pro klinicky pribéh onemocnéni piedstavuji imunologické
mechanismy (Saito et Ishii, 2004).

Uzivani alkoholu vede k negativnim G¢inkiim na imunitni systém. Osoby
zneuzivajici alkohol jsou vice nachylné k nékterym infekénim onemocnénim a

bakteriémii. Infekce maji tendenci byt kontinudlni a jsou casto spojovany
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s vysokou umrtnosti. Vysoké davky alkoholu zplsobuji snizeni humordlni a
bunécné imunitni odpovédi (Pavia et al., 2004).

Akutni a chronickd intoxikace alkoholem muze zptlisobit snizeni
fagocytarni schopnosti, zvysit patologickou imunitni odpovéd’ s indukci proteinti
akutni faze a zvySeni hadiny imunoglobulint, ktera je obvykle projevem
autoimunity (Waszkiewicz et Szulc, 2010). Bylo zjisténo, ze ethanol méa imunitni
a autoimunitni u¢inky. V krvi je obsazeno malé mnozstvi lymfocytl citlivych na
ethanol a protilatek specifickych pro tyto slouceniny. U pacientl zavislych na
alkoholu byla zjisténa pfitomnost ethanol citlivych lymfocyti a protilatek anit-
ethanol, coz sv&déi o patologické syntéze protilatek (Bykova et Sedinina, 2002).

Konzumace alkoholu inhibuje n¢které slozky ptfirozené imunity, naptiklad
NK bunky (Miller et al., 2011). Akutni pfijem alkoholu inhibuje aktivitu DC
bunék, tedy antigen, prezentujici funkci buniky (Szabo et al., 2004).

Chronické piti alkoholu zptisobuje zvyseni stfevni propustnosti, coz vede k
abnormalitdm ve stfevni epitelidlni vrstv€. ZvySend propustnost usnadiiuje prinik
bakterii pfes stievni bariéru. Bakterie se dostanou do miznich uzlin a portalniho
ob¢hu, coz miize zpisobit sepsi (Moss, 2005). Alkohol snizuje odolnost proti
sttevnim parazitim (Watson, 1993). Nadmémé pozivani alkoholu narusuje

metabolismus vétSiny zivin (Bunout, 1999).

1.5 Mikrosporidie

Mikrosporidie z fylogenetického hlediska fadime mezi houby, dfive vSak
pattily mezi prvoky (Bednat, 1999, Weis, 2001). Nalezi tedy do tiSe Fungi, kmene
Microspora, tfidy Microsporea, fd&du Microsporida (Vivarés et al., 2002, Jira
2009). Mikrosporidie jsou obligatni parazit¢ (Ghosh et al, 2006). Jsou
charakteristické absenci bunéénych slozek typickych pro eukaryotické buriky jako
jsou mitochondrie, Golgiho aparéat a biciky (Corradi et Keeling, 2009).

Vyvoj mikrosporidii probih4 uvnit hostitelské buiiky (Jira, 2009). Zivotni
cyklus probiha ve dvou fazich merogonii a sporogonii (Mathis, et al., 2005).

Béhem merogonie se buiiky rozmnoZuji a rozpadem plasmodii vznikaji dcefiné
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bunky, jez mohou rozmnozovani opakovat. Buniky mikrosporidii jsou ohrani¢eny
plasmatickou membranou, kterd komunikuje s cytoplasmou hostitelské bunky.
V tomto stadiu neni hostitelskd builkka poskozovana. Po vyplnéni hostitelské
buiiky za¢nou mikrosporidie na svém povrchu vytvaret elektrodenzni sténu.
Jednotlivé bunky pokryté sténou se osamostatiiuji a vznika spora, ktera je funkéné
adaptovana pro infikovani dal§i buiikky téhoz hostitelského organismu nebo
nového hostitele. Uvniti spory je cytoplasma sjaddrem a vystielovaci aparat.
Vysttelovaci aparat obsahuje polové vlakno, polaroplast a vakuolu. Po aktivaci
spory dochazi k vystieleni polového vldkna. Polové vlakno pronikne tkani a
zarodek parazita je infikovan do cytoplasmy hostitelské bunky. Po infekci
hostitele vytvoii mikrosporidie dal$i generaci, ktera je vylouéena z hostitele
télnimi tekutinami (Volf et Hordk, 2007). PostiZzeny jsou enterocyty doudena,
jejunum, rohovka, bunky ledvin, mozku, svaly (Bednat, 1999).

Infekéni faze parazita je schopna pfezit nepfiznivé podminky Zzivotniho
prosttedi hostitele a transport ptes jeho zaludek (Pierce et Huston, 2009).

Mikrosporidie se vyskytuji pifedevS§im u jedincl s narusenou imunitou,
zvla§te s defektem CD4+ lymfocytd (Sery et Balint, 1998). Mikrosporidie
zodpovidaji za onemocnéni s vysokou umrtnosti u osob s poruchami imunity (de
Souza et Garcia-Zapata, 2006). Byly nalezeny jako puvodci infekéniho
onemocnéni u pacientd s AIDS, avSak také u pfijemct organti, déti, cestovateld,
osob nosicich kontaktni cocky, starSich osob (Didier, 2005). Infikuji Siroké
spektrum organismil (Windsor, 1997). Spéry mikrosporidii jsou bézné v Zivotnim
prostiedi. Druhy patogenni pro ¢lovéka byly nalezeny ve vodé (Weis, 2001).
Organismus se brani mikrosporidiim imunitni odpovédi typu Th1 (Mathews et al.,
2009).

Vyskyt mikrosporidii je geopolitni, endemicky nebo sporadicky. Nakaza
se pfenasi peroralni cestou (Jira, 2009).

Mezi vyznamné lidské patogeny patii Encephalitozoon cuniculi,

Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon intestinalis, Enterocytozoon bieneusi,
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Trachipleistophora hominis, Trachipleistophora anthropophthera, Vittaforma
corneae (Volf et Horak, 2007).

Rod Enterocytozoon je typicky svym piekotnym vyvojem (Volf et Horak,
2007). Spory méii 2,5 - 3,2 x 1,2 - 1,6 um, polarni vldkno obsahuje 4 - 7 zavith
(Deplazes et al., 1996). Enterocytozoon bieneusi je jednobunéény patogen
zpusobujici lidské mikrosporididzy (Acosta et al., 2008, Widmer et Akiyoshi,
2010). Osidluje enterocyty duodena a jejuna, téZ sigmoideum, rektum, vzacné i
epitel Zlu¢ovych cest, vyvolava dlouhodobé prijmy (Sery et Balint, 1998).

Vyskyt byl zaznamenan u imunokompromitovanych osob, u pacientl
s AIDS, osob s neurologickymi poruchami (Canning et Hollister, 1990, Sak et al.,
2008). Multiorganova mikrosporidioza E. bieneusi je nejéastéji diagnostikovana u
HIV infikovanych pacientil, ve stolici, duodendlni biopsii, vytoku z nosu a sputu
(Pierce et Huston, 2009).

U osob s poruchou imunitniho systému, pacientt s HIV+/AIDS a ptijemci
transplantat vznikaji chronické priijmy, anorexie, malabsorpce, porucha absorpce
cukri (Tumwine et al., 2002). Infekce E. bieneusi je nejcastéji diagnostikovana u
osob s pottem bundk CD4+ < 100 bundk/ mm® stejnd jako E.intestinalis
(Okhuysen, 2001). Diseminovana infekce se mize projevit pii hodnot¢ CD4+ <
50 bunék/mm’ (Walker et al., 2006). Gastrointestindlni infekce vedou k
chronickym prijmiim, které nejcastéji postihuji pacienty s AIDS v rozvojovych
zemich. Chronicky prijem je spojen s uUbytkem télesné hmotnosti, snizenim
kvality zivota a zkracenim piezivani u HIV pozitivnich pacienti. V Africe, ve
spojeni s chronickym prijmem zemielo 72% nemocnych. Enterocytozoon
bieneusi, pfedstavuji vyznamnou pfi¢inu chronického prijmu u pacienta s AIDS
(Bern et al., 2005).

Mikrosporidie byly nalezeny po transplantaci, ale ve vétsiné piipadd byly
diagnostikovany aZ po smrti pacienta (Walker et al., 20006).

Enterocytozoon bieneusi ptisobi histologické zmény v duodenu, tenkém a
tlustém stievé a také kone¢niku. Zmény se projevuji atrofii, prodlouzenim Krypt,

fzi klkt (Cerny, 2008).
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Encephalitozoon intestinalis, diive Septata intestinalis (Franze et al. 1995)
napadd enterocyty tenkého stieva, buiiky lamia propria vcetné endotelovych
bunék. Spory prvoka méti 1,5 - 2,0 um (Molina et al., 1995). Prostfednictvim
makrofagl se infekce $ifi do zluCovych cest, plic, tubuldrnich bunék ledvin. Je
pfi¢inou prijmu a infekce u pacientl s AIDS (Franze et al., 1995). Diseminovana
forma se vyskytuje u nemocnych s HIV (Molina et al., 1995).

V Ceské republice byla prokdzana séropozitivita u osob s rizikem nakazy
HIV, 11 % séropozitivita u intravenoznich uZzivateli drog a 16 % u alkoholik
(Kucerova-Pospisilova et Ditrich, 1998).

Velmi pifinosné pro 1é€bu mikrosporidii u HIV infikovanych pacientt je
uzivani HAART (vysoce aktivni antiretrovirové terapie). V nemocnici St. Vincent
v Sydney, podstoupili HIV infikovani pacienti v letech 1995 az 2006 vySetfeni na
mikrosporididzy. VySetieno bylo celkem 3564 pacientt. Pozitivita byla prokazanu
u 159 pacientll. VéEtSina pacientl byla tézce imunokompromitovanych (CD4+ 105
bunék/mmg), pficemz pouze 16 % imunokompromitovanych pacienti uZzivalo
HAART. 32 % pacientii zemielo po stanoveni mikrosporididzy, 68 % pacientl s
medidnem CD4+ bunék/382 mm®, kte¥i prezili uzivalo HAART. Snizeni vyskytu
mikrosporididézy potvrzuje ucinnost HAART v prevenci imunodeficience a
oportunnich infekci. Od roku 1995 od roku 2004 doslo ke sniZeni mikrosporidiozy
211 % na 0 % (van Hal et al., 2007). Mikrosporidioza je problémem nejen u HIV
pacientd, ale také u starSich osob okolo 75. roku zivota (Lores et al., 2002).

Miksorposidie Ize barvit Giemsou, Calcofluorem. K diagnostice druhu Ize
pouzit PCR (Okhuysen, 2001).

Utinnou terapii v piipadé E.intestinalis je albendazol (Votava et al., 2003).

1.6 Kryptosporidie

Rod Cryptosporidium fadime do kmene Apicomplexa. Kryptosporidie
byly diive fazeny ke kokcidiim. Molekularni genetika ukazuje, Ze nejblizsi

ptibuzni jsou gregariny (Volf, et Horak, 2007).
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Kryptosporidie maji velmi specifickou tkaiiovou lokalizaci. Vyskytuji se
v mikroklcich traviciho traktu, epitelu dychacich cest, nékteré mohou parazitovat
Vv epitelialni vystelce zaludeéni stény (Volf et Horak, 2007).

Kryptosporidie povazujeme za pficinu prijmovych onemocnéni na celém
svété, zejména mezi malymi détmi a pacienty s deficientem imunity (Chalmers et
Davies, 2010).

U imunokompromitovanych jedincti, zvIast¢ u nemocnych s AIDS,
onemocnéni manifestuje v chronicky prijem, jenz ma za nasledek dehydrataci a
malabsorpci (Cerny, 2008).

Kryptosporidie zpisobuji rovnéz gastroenteritidu. Zavaznost onemocnéni
zavisi na misté infekce, imunitnim stavu jedince (Chalmers et Davies, 2010).
Kryptosporidie podnécuji neadaptivni imunitu, slizni¢ni ochranna reakce brani
mnozeni parazitt, prostfednictvim lektinu vazajictho man6ézu (BML), (Kelly et
al., 2000). Specifickd imunita se projevuje zvySenim hladiny specifickych
imunoglobulini (Pollok et al., 2001).

Inkubacni doba se pohybuje v rozmezi od 2 do 10 dnli (Alcantara et al.,
2000).

Kryptosporidiéza je endemickd zoonéza, S§itici se fekalné-ordlni cestou
(Jira, 2009).

Nejvyznamnéj§im zdrojem nakazy je Cryptosporidium parvum a
Cryptosporidium hominis (Jira, 2009).

Cryptosporidium parvum je monoxenni intestinalni parazit (Jira, 2009).
Zivotni cyklus C. parvum prochéazi nékolika fazemi (Elliot et Clark, 2002).

Cryptosporidium parvum se nezanofuje do cytoplasmy, ale je od ni
odd€leno prichytnou ploSkou, jenz ptedstavuje intracelularni kompartment
v apikdlni oblasti enterocytu. V tomto rozhrani parazit-hostitel byla prokazana
pfitomnost aktinu a alfa-aktininu (Elliot et Clark, 2002). Tento protein vaze aknit
a v dalsi fazi vyvoje parazita mizi. Energeticky metabolismus kryptosporidii je

zavisli na glykolyze (Jira, 2009).
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Z trofozoitll vznikaji procesem merogonie meronti I. typu s 8 merozoity,
kteii po rozruseni hostitelského enterocytu invaduji dalsi enterocyty. Meronty I.
typu se formuji v meronty II. typu a merozoity II. generace. Nasledujicim krokem
je gametogonie. Pfi gametogonii vznikaji makrogamonty a mikrogamonty s 16
pohyblivymi mikrogametami. Po fertilizaci vznika z makrogamet zygota a z ni
oocysta (Tetley et al., 1998). Existuji dva typy oocyst, tenkosténné, zodpovedné
za endoinvazi a silnosténné, které jsou rezistentni k piisobeni enviromentalnich
vlivi (Jira, 2009). Na pfilnuti kryptosporidie ke stfevnimu epitelu se ucastni
specifické lektiny Gal/GalNAc (galaktoza-N-acetylgalaktosamin), (Chen et
Larusso, 2000). Na pocatku infekce pfi excystaci se uplatiiuji cysteinové a
serinové proteazy. Cryptosoridium parvum indukuje bunéénou programovanou
smrt neinfikovanych bun¢k. U specifickych hostiteld mohou sporozoiti vniknout
do leukocytli a pfezivat v parazitoforni vakuole, ¢imz si udrzuji svou infek¢nost
(Jira, 2009).

Tento intracelularni prvok je pfi¢inou prijmu u lidi a zvitat po celém svéte
(Denf et al., 2003). Cryptosporidium parvum primarné infikuje epitelialni bunky
traviciho traktu, coz vede k akutnim vodnatym prijmam (Denf et al., 2003).
Pribéh je odlisny u imunokompetentnich a imunodeficitnich jedinct. U
imunokompetentnich jedinct vznikd akutni gastroenteritida se zvySenou teplotou.
U imunodeficitnich jedinch kryptosporidiéza manifestuje v chronicky prijem
s dehydrataci a malabsorpci (Cerny, 2008). Cryptosporidium parvum je spojeno s
vyznamnou morbiditou a mortalitou u pacientli se syndromem ziskané¢ho selhani
imunity (AIDS), (Denf et al., 2003). U HIV-infikovanych osob s poétem bunék
CD4+ > 200 bun¢k/ml, mize infekce spontanné vymizet, ale v pozdéjSich stadiich
onemocnéni HIV pii poklesu CD4+ bungk, < 100 bun¢k/ml, onemocnéni vede k
dehydrataci, podvyzive, Casto s nasledkem smrti (Okhuysen, 2002). Vyrazné
rozmnozovani parazita ve stfevnim epitelu vede k destrukci enterocytli (Bednaf,
1999). Jiz 10 oocyst muze zpusobit infekci u zdravych o0sob, u

imunokompromitovanych pacientl k vyvolani infekce sta¢i méné (Okhuysen,
2002).
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Diagnostika  kryptosporidii je zalozena na mikroskopickém prikazu
oocyst ve stolici. Na fixované preparaty vyvojovych forem se pouziva barveni
Giemsa-Romanovsky (Pavlasek, 1995), Ziehl-Neelsen a Milacek-Vitovec (Garcia,
1997). Pro prikaz protilatek se pouziva ELISA test (Kjos et al., 2005). Velmi
spolehlivou metodou je PCR, scitlivosti zachytu < 10 oocyst (Morgan et
Thompson, 1998).

Uginna terapie dosud neni zndma, zkousi se paromycin, azithromycin
(Blanshard et al., 1997), u nemocnych s priijmy nitazoxanid (Rossignol et al.,

1998, 2001).

1.7 Isospora belli

Isospora belli nalezi do kmene Apicomplexa, tiidy Coccidea, fadu
Eimeriida. Tato kokcidie je monoxenni parazit (Jira, 2009).

Merogonie a gametogonie probiha v buiikach epitelu duodena a jejuna
(Restrepo et al., 1987). Sporozoit ze sporocysty a oocysty vnikne do hostitelské
bunky, dojde k vytvofeni parazitoforni vakuoly. Sporozoit se méni
v mnohojaderny meront, ktery se déli na fadu merozoitd, kteti se po vniknuti do
bun¢k preméni v saméi a sami¢i gametocyty. Po uvolnéni gamet a splynuti
dochazi ke vzniku silnosténné zygoty, z které vznika oocysta (Volf et Horak,
2007). Sporulace oocysty probihd endogenné i exogenné (Restrepo et al., 1987).

Nékaza se $ifi fekalné-oralni cestou (Forthal et Guest, 1984). Onemocnéni
se nejvice vyskytuje u homosexualll (Forthal et Guest, 1984) a HIV pozitivnich
pacientd (Jira, 2009). Imunokompetentni jedinci mohou prodélat ndkazu bez
ptiznaki (Callot et al., 1971). U imunokompromitovanych jedinct se isospora
chova jako oportunni parazit, napadad stfevni sténu, plsobi chronické prijmy,
nauzeu, dehydrataci, malabsropéni syndrom (Jira, 2009). MuZe se objevit
eozinofilie (Callot et al., 1971).

Izospora je nejéastéji diagnostikovana v tropech a v subtropech, pievazné

u HIV+ osob. V Zambii az 29 %, Senegalu 15,3 %, Haiti 12 % (Jira, 2009).
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U dospélych osob s AIDS ve Venezuele byla 1. belli diagnostikovana u 14 %
osob, u 98 % osob se vyskytoval chronicky nebo akutni prijem. U 81,25 % osob
byl pocet CD4+ bunék < 200/mm?> (Cerdad et al., 2003).

Pro diagnostiku je nejpiinosnéjsi stievni biopsie (Boldorini et al., 1996).
Oocysty barvime dle Ziehl-Neelsena, Uvitexem (Frazen et al., 1996). K prukazu
se také pouziva PCR (Miiller et al., 2000).

Nakaza je citlivd na 1é¢bu kotrimoxazolem (Ebrahimzadeh et Bottone,

1996).

1.8 Cyclospora cayetanensis

Cyclospora cayetanensis je enteropatogenni kokcidie, kterou fadime do
kmene Apicomplexa, tiidy Coccidea, fadu Eimeriida (Jira, 2009).

Nachazi se v enterocytech duodena a jejuna (Smith et al., 1997). Schizonti
obsahuji 4 — 12 merozoiti (Jira, 2009). Sporulace je exogenni po dobu 1 az 2
tydnt. Vyloucené oocysty tedy nejsou infekéni (Smith et al., 1997). Oocysty jsou
kulovité, méti 8 — 10 um (Jira, 2009). Oocysta rodu Cyclospora obsahuje dvé
sporocysty se Stiedovymi télisky a kazda sporocysta obsahuje dva sporozoity.
Stiedovo télisko je misto, kudy sporozoiti pii excystaci vylézaji (Volf et Hordk,
2007).

Zdrojem nékazy je fekaln€é kontaminovand voda a potrava (Katz, et al.,
1999).  Piitomnost byla prokdzana u  asymptomatickych  nosicu,
imunokompetentnich osob 1 imunodeficitnich ve formé epidemie (Sifuentes-
Osorio et al., 1995). Onemocnéni se vyskytuje v asociaci s C. parvum (Jira, 2009).
Hojné se vyskytuje v klimaticky teplych oblastech (Volf et Hordk, 2007). V CR
byla ndkaza diagnostikovéana u skupiny turisti po pobytu v USA a Mexiku (Rubik
et Tolarova, 1997) a v obdobi mezi lety 1997 - 2004 u 16 importovanych jedinct
(Tolarova, 2005).

Inkuba¢ni doba je 2 - 11 dnl. Nakaza zplisobuje vodnaté prajmy
s abdomindlnimi kie¢emi, nauzeu, zvraceni (Gascon et al., 1995). U nemocnych

s imunodeficitem jde o prolongované onemocnéni s Castymi recividami (Jira,
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2009). U postizenych muze dojit k alkalézni cholecystytidé se zvySenim alkalické
fosfatazy (de Goérdolas et al., 2001).

Diagnéza se potvrdi prikazem oocyst ve stolici, doporucuje se flotacni
metoda (Kimura et al., 2004).

Lécit 1ze kotrixomazolem nebo ciprofloxacinem (Jira, 2009).

1.9 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii patii do kmene Apicomplexa, tiidy Coccidea, fadu
Eimeriida, ¢eledi Toxoplasmatidae (Volf et Hordk, 2007, Jira, 2009).

Toxoplasma gondii je intracelularni parazit (Miller et al., 2007).
Biologicky cyklus T. gondii je charakteristicky stfidanim kone¢ného hostitele,
jimz je kockovitd Selma a mezihostitele, které mohou piedstavovat teplokrevni
obratlovci véetné Cloveka (Jira, 2009).

Izosporova pohlavni fadze probiha v enterocytech konecného hostitele,
tedy kocCkovité Selmy (Jira, 2009). Po poziti infikovaného jidla kockovitou
Selmou, obsahujici pseudocysty nebo oocysty, bradyzioti nebo sporozoiti penetruji
do epitelidlnich bunék a dochazi k diferenciaci v merozity. Merozoit diferencuje
v makrogamety a mikrogamety, po jejich splynuti dochazi k tvorbé zygoty —
oocysty (Despommier et Karapelou, 1987). Oocysta obsahuje dvé sporocysty a
kazda obsahuje Ctyfi sporozoity. Infekéni stadium T. gondii je vylouceno do
prostiedi. T.gondii ma dvé infekéni stadia, kterymi se lze nakazit. Zrala oocysta
Vv trusu nakazenych kocek a tkdnova cysta, kterd se vytvoii ve tkani ndhodného
hostitele (Votava et al., 2003).

Nepohlavni cyklus mé dvé faze riistu v zavislosti na tom, zda je infekce
akutni ¢i chronicka. Tachyzoit pfedstavuje rychle rostouci fazi parazita béhem
akutni faze toxoplasmoézy (Black et Boothroyd, 2000). Tachyzoiti se mnozi
procesem endodyogonie. Pfi tomto procesu mnoZeni se zacne délit jadro a
postupné vznikaji organely dvou dcefinych jedinci, poté se matetska bunika
rozpadne. Pii vzniku vice jak dvou dcefinych bunék proces oznacujeme

endopolygonicky (Goldman et al., 1958). Pseudocysta obsahuje parazity ve fazi
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déleni, obsahuje mensi pocet parazitli, tvofi se nejCastéji v akutnim stadiu infekce.
Po rozpadu pseudocysty se tachyzoiti uvoliuji do hostitelské tkané (Botero-
Kleiven et al., 2001). Tkanova cysta charakterizuje chronickou fazi (Black et
Boothroyd, 2000). Tkanova cysta je pokryta elastickou membréanou, ktera je velmi
odolna vuci pusobeni travicich tekutin a chrani tak parazity pied plisobenim
stresovych faktort. Cysta obsahuje bradyzoity (Radke et al., 2003). Bradyzoiti
infikuji stfevni lumen (Black et Boothroyd, 2000).

Nakaza se §ifi fekalné-oralni cestou, kapénkovou infekei, odérkami v kazi
po manipulaci s infekénim materidlem (Jira, 2009).

Nékaza T. gondii u nas patii k nejrozsifenéjSim parazitozam.
Toxoplasmoza mize byt ziskand nebo vrozena. V ptipad€é vrozené infekce se u
infikovaného ditéte miize objevit kalcifikace mozku, hydrocephalus, poruchy
zraku a malformace (Kotinkova, 2006).

Akvirovana forma ptedstavuje onemocnéni, k némuz dochazi postnatalné.
RozliSujeme nckolik forem, uzlinovou formu, neurotoxoplazmézu, ocni
toxoplazmozu, septickou formu a postizeni organti (Jira, 2009).

V centru infikované zony nachazime nekroticka loziska s parazity v okoli.
Nekrozy mohou dosahnout velikosti az 2-3 mm. Starsi loziska mohou kalcifikovat
(Jira, 2009).

V Ceské republice byl proveden vyzkum seroprevalence toxoplasmové
infekce u vojenského personalu. Pozitivita byla prokazana u 23 %. K pfenosu
toxoplasmoézy pravdépodobné doslo konzumaci syrového masa, pii kontaktu
s kockou (Koubelkova et al., 2007). Vyssi prevalence byla prokdzana u osob
zijicich na venkové. Screeningova  komplementfixaéni reakce prokazala
ptitomnost protilatek u 24,8% Prazant a 41,7% u venkovskych oblasti (Zitek,
1998).

Toxoplasmoéza je jednou 2z nejvyznamnéjSich oportunnich infekei u
pacienti s HIV/AIDS. Toxoplasmova encefalitida je jednou z pfi¢in morbidity a
mortality u téchto pacientd. V dasledku terapie HAART vSak doSlo k snizeni

celkové incidence encefalitidy (Nissapatorn, 2009).
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Obrana organismu proti T. gondii je zaji$téna vrozenou imunitou, tedy
neutrofily a trombocyty. Toxoplasmdézy mohou penetrovat do neutrofilu, tim
unikaji fagocytdze. Takto infikované neutrofily nemohou parazity usmrcovat, ale
zpomaluji jejich déleni (Subauste et Wessendarp, 2000).

Toxoplasma gondii stimuluje B-bunky k sekreci imunoglubulint tfidy IgG,
IgM a IgE. IgA tlumi prunik parazita sliznici (Garweg et al., 2000). Tato ziskana,
adaptativni protildtkova imunitni reakce je uCinna pouze v akutni fazi nakazy
(Fatoohi et al., 2003). Vyznamnou tlohu hraji T-bunky (Mun et al., 2002). 1L-12
a IFN-B stimuluji CD8 lymfocyty. Ochranny ucinek je zprosttedkovan tvorbou
IFN-y, jenz aktivuje lymfocyty, cytotoxickou aktivitou a piimym cytotoxickym
ucinkem.

Vycerpani CD4+ lymfocytl podporuje infekci a zvySuje parazitarni zatéz
(Denkers, 1996). Paraziti ptezivaji celozivotné ve form¢ tkanové cysty v ruznych
organech a tkanich hostitele (Chanon et al., 2002).

Klinické formy toxoplasmozy jsou vypsany v tabulce (Tab. 2).
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Tab. 2: Klinické formy toxoplasmézy s vybranymi klinickymi p¥riznaky

Toxoplasmoza Klinické ptiznaky
inaparentni vznik séropozitivity
abortivni chiipkovité

onemocnéni
akutni uzlinova zduieni lymfatickych
uzlin

Ziskana o¢ni chsorioretinitida
nervova meningoencefalitida
visceralni pneumonie
unavovy syndrom | inavnost,

chronicka bolest hlavy
gynekologicka opakované potraty
reaktivace (pfi imunodeficienci) loziskova
encefalitida
odumfeni plodu potrat
inaparentni séropozitivita ditéte

Vrozena oéni katarakta, strabismus
mozkova hydroencefalus
visceralni hepatitida

(Havlik et al., 2002)
K priikazu toxoplazmové nakazy se s vyhodou pouziva metoda PCR. Dale
také ELISA, imunofluorescence, hemaglutinaéni reakce (Havlik et al., 2002).

Zakladem lécby je kombinace pyrimatamiu se sulfoamidem (Havlik et al.,
2002).

1.10 Pneumocystys jiroveci

Molekularni fylogenitka prokazala, ze Pneumocystys jiroveci je
kvasinkova houba ze skupiny Hemiascomycotina (fad Pneumocystidales), (Volf

et Horak, 2007). Pneumocystis jiroveci ma dvé zivotni formy, trofozoit a cysta.
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Obé muzeme nalézt v infikované plicni tkani (Garcia et Bruckner, 1997).
Trofozoit ma amébovity tvar velikosti 5 um s tubularnimi vybézky na povrchu. Po
vdechnuti nasedd na alveoly pneumocyti a pomoci tubularnich vybezki se
zanotuji. Trofozoit se mnozi pficnym dé¢lenim, sténa trofozoitu se ztlustuje a
vznika silnosténnd cysta. Cysté predchazi stadium precysty, kdy sténa neni jesté
dostatecné¢ tlusta (Votava et al., 2003).

Pneumocystys  jiroveci  vyvolava pneumocystozu. U  hostitele
s imunodeficitem mohou buiiky zaplnit plicni sklipky a zptisobit smrt hostitele
(Volf et Horak, 2007).

Rezervoarem a zdrojem onemocnéni pro Clovéka jsou domadci zvirata a
hlodavci. Nakaza se pfenasi vzduSnou cestou. Pneumocystéozou jsou postizeni
pacienti s AIDS, kojenci, pacienti po transplantaci, 1é¢eni a po 1é¢bé kortikoidy a
imunosupresivy. Onemocnéni je charakterizovano plasmocelularni pneumonii.
Pneumocystéza byla diagnostikovana u homosexualtt s AIDS (Cerny, 2008).
Pneumocystoza se miize objevit u starSich déti nebo dospélych pii poklesu CD4+
bun&k pod 200/mm?® (Garcia et Bruckner, 1997).

Diagnostika je mozna piimou fluorescenci, PCR (Hauser et al., 2011).
K mikroskopickému prikazu BAL se pouzivaji specidlni barveni, Giemsa,
toluidinova modf, stiibfeni dle Grocotta. Nepiimy serologicky priikaz nema vétsi
vyznam (Votava et al., 2003).

Pneumocystoza se 1é¢i kotrimoxazolem nebo pentamidinem (Volf et
Horak, 2007).

1.11 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica neboli ménavka uplavi¢na (Volf et Horak, 2007),
patii do kmene Amoeboza, tiidy Entamoebidea, fadu Entamoebida (Jira, 2009).

Entamoeba histolytica ma 2 zivotni formy (Clark et Roger, 1995).
M¢énavka opoustéjici cystu obsahuje 4 jadra, d€leni vede ke vzniku trofozoitl
formy minuta (Volf et Horak, 2007). Cysta predstavuje klidovou zivotni formu,

ma kulovity tvar, méfi 8 - 20 um (Ghosh et al., 1999). Forma minuta méti 10-16
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um, vyskytuje se mimo epizody prijmu. Uvadi se, ze jde o neinvazivni prekurzor
cysty (Ghosh et al., 1999). Poté se forma minuta déli, dochazi k adhezi na sliznici
stteva a vznikd forma magna, kterda pronikd do submukézy a mnozi se
V podslizni¢énim vazivu (Volf et Horak, 2007). Trofozoity formy magna
predstavuje invazivni stadium, je protazeného tvaru, velikosti 20 - 40 um (Clark
et Roger, 1995).

Virulence a invaznost trofozoitli entaméb jsou zprostiedkovany nékolika
faktory. Lektin, uvadény jako Gal/GalNAc, je glykoprotein zprostfedkovavajici
adhezi k sttevnimu epitelu a likvidaci efektorovych bunék (Adler et al., 1995).
Cysteinové protedzy jsou vyzamnym faktorem virulence, naruSuji epitelovou
bariéru stieva a ochrannou vrstvu mucinu na stievnich epiteliich (Moncada, et al.,
2003). Entaméby degraduji IgA (Que et al., 2003).

Inkubacni doba amébodzy je 1 - 4 tydny. RozlisSujeme nékolik klinickych
forem onemocnéni. U amébové dyzenterie postizeni trpi t€zkymi prijmy s ptimési
krve a hlenu. Nelécend nakaza muze piejit do chronického stadia. Zejména u
oslabenych osob dochazi k akutnimu fulminantnimu pribéhu, horeckdm,
pocenim, dehydrataci. V ojedinélych ptipadech dochdzi k perforaci stfeva (Jira,
2009). Amébom je charakteristicky rozSifenim léze do stény ilea, infekce
vyvolava zanétlivy otok (Jira, 2009). Pfi extraintestindlni manifestaci je
nejcastéjsi postizeni jater (Wells et Arguedas, 2004). Amébovy jaterni absces se
objevuje asi u 2 % osob (Peters et Bienzel, 1981). Améba mize diseminovat do
mozku (Okhuysen, 2001).

Amebodza se vyskytuje po celém svéte, daleko vice vSak v zemich teplého
Klimatu, s nedostatkem nezavadné pitné vody. Ve vyspélych zemich mirného
klimatu jde zpravidla o importovanou nakazu (Havlik et al., 2002).

Diagnostika se opird o pifimy mikroskopicky prikaz z Cerstvé stolice
V nativnim preparatu (Votava et al., 2003). Dale se pouziva barveni Ziehl —
Neelsen, barvici metoda trichromem, imunofluoresncence a PCR (Wumba et al.,
2010). Pro prukaz specifickych antigeni a protilatek lze uzit metodu ELISA
(Votava et al., 2003)
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V ptipadé invazivnich onemocnéni jako je kolitida, absces, by méli byt
pacienti léceni metronidazolem, efektivnim Iékem je téz tinidazol (Okhuysen,

2001)

1.12 Strongyloides stercoralis

Strongyloide stercoralis neboli had¢ stfevni, je cizopasnikem ¢lovéka, ale
také psa. Radime jej mezi hlistice, tiidy Secernentea a fadu Rhabditida.

Parazitickou formou jsou pouze samiCky produkujici vajicka (Volf et
Horak, 2007). Strongyloides stercoralis ma slozity Zivotni cyklus, probihajici ve
stieve hostitele a voln¢ v prostfedi. Nejprve se vyvijeji rhabditiformni larvy L1,
které se mohou preménit ptimo do druhé L2 faze a tieti filariformni L3. Volné
zijici dospélé samicky a samci se mohou mnozit a produkovat L1, které se
vyvinou do stadia L3. L3 mize proniknout kiizi hostitele do plic, dychacich cest a
nakonec do stieva, kde dozravaji vajicka (Siddiqui et Berk, 2001).

Tento drobny Cerv, velikosti 2 x 0,4mm, zpravidla parazituje na sliznici
jejuna (Cerny, 2008).

Larvy S. stercoralis, které se vyvinou béhem infekéni etapy v zaZivacim
traktu, mohou n¢kdy proniknout stfevni sliznici do tenkého stieva. Tato schopnost
opakovat cyklus vede k chronickému prubéhu infekce (Siddiquil et Berk, 2001).

Vyskytuje se pievazné vtropech a subtropech. K nakaze dochazi
alimentarni cestou (Cerny, 2008). Infekce S. stercoralis postihuje 50-100 miliont
lidi na celém svété (Marty et. al., 2005). Vyssi vyskyt S. stercoralis byl hlasen u
chronického alkoholismu. Vyskyt S. stercoralis stoupa u alkoholikdi s mnozstvim
ethanolu (Marques et al., 2010).

Klinické projevy onemocnéni jsou velmi pestré. V invazivni fazi se
objevuje koptivka a alergie v misté¢ vniku larvy do organismu. Kasel, dychaci
obtize charakterizuji plicni fazi. V gastrointestinalni fazi jsou bolesti bficha 1
epigastriu, nausea, zvraceni, prajmy spiimési krve (Cerny, 2008).
Multiorganového Sifeni s vysokou umrtnost je predevSim u  pacientl

s infikovanymi  T-buiikkami virem HTVL-1, u pacientd, ktefi dostavaji
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kortikosteroidy, podstupuji chemoterapii nebo jsou po transplantaci (Marty et. al.,
2005).
Diagnostika se opira o nalez pohyblivych larev ve stolici.

Terapie je mozna azolovymi preparaty (Cerny, 2008).

2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo shromézdit biologicky material (stolice)
pacientli zavislych na alkoholu a vySetfit jej na pfitomnost oportunnich paraziti.
U vybraného materidlu izolovat DNA a pomoci PCR vySetfit materidl na

pritomnost oportunnich paraziti a pozitivni izolat genotypizovat.

2.2 Hypotézy

Hi. Vyskyt oportunnich paraziti u alkoholikii bude vyssi, alkohol narusuje
imunitni systém, coz muize zpiisobit zvySenou vnimavost k ur¢itym infekcim.

H,: Vyskyt oportunnich paraziti bude u alkoholikd srovnatelny s jedinci
imunokompletnimi, zavislost na alkoholu se neodrdzi na vyskytu oportunnich

paraziti.

3. Metodika

3.1 Charakteristika sledovaného souboru

Sledovany soubor se skladal z 28 vzorkl stolice. Z celkového mnozstvi
darcti byli 4 darci (14%) z Psychiatrické lé¢ebny Cerveny Dvir, tito pacienti
podstupuji obvykle 3 mési¢ni intenzivni odvykaci [é€bu. Odbér materidlu u téchto
pacientli byl pfedem konzultovan s oSetfujicim Iékafem. Veékové rozmezi pacientli
Psychiatrické 16¢ebny Cerveny Dviir bylo od 25 let do 59 let. 16 osob (57%)

zéavislych na alkoholu bylo z terénu, prevazné z oblasti Moravy. Pacienti zavisli
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na alkoholu z terénu, jsou léceni ambulantné v psychiatrické ordinaci. U pacientl
z terénu bylo vékové rozmezi 20 az 70 let. Vyzkumu se zucastnilo 5 pacientt (18
%) z psychiatrického oddéleni Ustiedni vojenské nemocnice Praha, 3 pacienti (11
%) z Psychiatrické 1é¢ebny Havlickiv Brod. Prevazné se jednalo o stabilizované
pacienty, ktefi jiz alkohol nekonzumuji. VSichni darci byli star$i 18 let.
Sledovany soubor tvofili muzi i Zeny. Udaje danych skupin pacientd nejsou
jednotné, vzhledem k anonymnimu poskytnuti vzorku. Pacienti dle svého uvazeni
uvedli pohlavi a vék.

V pribé¢hu vyzkumu bylo osloveno nékolik léCeben. Na spolupraci
pfistoupila pouze Psychiatrickd 1é¢ebna Cerveny Dvir, Psychiatricka léebna
Havli¢kiiv Brod a psychiatrické oddéleni Ustiedni vojenské nemocnice Praha.
Odmitnuti bylo zdivodnéno nedostatkem casu instituci, hospitalizaci pacientl
v deliriu, agresivnimi pacienty, se kterymi by spolupriace byla velmi obtizna.
Mnozstvi materidlu odrazi také neochotu pacientd ucastnit se vysSetfeni
oportunnich paraziti.

VSichni pacienti byli informovani o spravném odbéru materidlu,

hygienickych podminkéch a nasledném vySetieni vzorka.

3.2 Odbér vzorku

K vySetfeni jsem pouzila vzorky nativni stolice. Vzorky stolice byly
odebrany do sbérovych nesterilnich nadob. Vzorky byly pfed zpracovanim
uchovany v chladu, transport probihal pomoci pfenosného chladiciho boxu.

Jsem si védoma vlivu uskladnéni, transportu a Casového intervalu mezi

odbérem a zpracovanim na vysledky vyzkumu.

3.3 Metody parazitologického vySetieni

Vzorky stolice byly vySetieny barvicimi metodami Milacek-Vitovec a
Calcofluorem, dale koncentracni metodou M.LF.C a molekuldrné genetickou

metodou PCR (polymerazové fetézové reakce).
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3.3.1 Mikroskopické vySetreni stolice

3.3.1.1M.I.LF.C.

Metoda M.LF.C spoc¢iva v mertiolatové-jodivé-formaldehydové
koncentraci, ktera je povazovana za univerzalni sedimenta¢ni metodu. SlouZzi
k diagnostice vyvojovych stadii prvokt ptipadné helmintu.

Pracovni roztoky:

1) roztok MIF (500 ml H,O; 50 ml 40 % formaldehydu; 400 ml 0,1 %

roztoku mertiolatu sodného; 10 ml glycerinu)

2) Lugoluv roztok (1 g krystalického jodu; 2 g KJ; 100 ml H,0)

Postup:
1. Homogenizovat vzorek stolice (velikosti hrachu) s 5ml MIF a 1ml
Lugolova roztoku.
2. Homogenni sm¢s prefiltrovat pies gazu.
3. Kpfrefiltrovanému extraktu pridat 6 ml éteru, roztfepat, zcentrifugovat
2 min pii 1 500 ot/min.

4. Vznikly prstence uvolnit za pomoci Spejle a vzorek slit.

5. Prohlédnout sediment.

Sediment se prohliZi svételnym mikroskopem (OLYMPUS IX70) pii objektivu
40X.

3.3.1.2 Barveni dle Milacka-Vitovce

Tato metoda slouzi k diagnostice oocyst kryptosporidii ve stolici.
Pracovni roztoky:
1) roztok methylvioleti (methylviolet’ 1,2 g; anilin 2 g; fenol 2 g; ethanol
60 ml; destilovana voda 140 ml)
2) kyselina sirova (1 - 2 % vodny roztok)
3) tartrazin (1 % tartrazin v 1 % kyselin¢ sirov¢)
Postup:
1. Rozetiit vzorek stolice na podlozni sklo, vytvofit rovnomérny natér.

2. Faxovat methanolem v plameni.
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Barvit roztokem methylvioleti, 30 minut.
Oplachnout vodou.
Diferenciovat 2 % kyselinou sirovou.

Oplachnout vodou.

N o g &~ w

Dobarvit tartrazinem.
8. Oplachnout vodou a ususit.
Preparat prohlizime svételnym mikroskopem (OLYMPUS 1X70) za pouziti

olejové imerze, pii objektivu 100x.

Obr. 1: Preparat stolice nabarveny barvenim Miladek-Vitovec

3.3.1.3 Barveni calcofluorem

Metoda barveni calcofluorem slouZzi k detekci mikrosporidii.
Pracovni roztoky:

1) 0,1 % Calcofluor (Calcofluor 0,1 g; PBS 100 ml; pH 7,2)

2) 0,5 % Evansova modf (Evansovy modte 0,5 g; PBS 100 ml; pH 7,2)
Postup:

1. Rozettit vzorek stolice na podlozni sklo, vytvofit rovhomérny natér.

2. Fixace methanolem 3 minuty, nechat zaschnout.

3. Barvit 0,1 % Uvitexem, 10 minut.
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4. Oplachnout vodou.
5. Dobarvit 0,5 % roztokem Evansovy modfe 5 sekund.
6. Oplachnout ve vodé, nechat zaschnout.
Preparat prohlizime fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS IX 70) pti vlnové

délce 490 nm olejovou imerzi pii zvétSeni 1000x.

Obr. 2: Preparat stolice barveny Calcofluorem

Obr. 3: Mikroskop OLYMPUS IX 70
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3.3.2 Molekularni diagnostika

3.3.2.1 Izolace DNA ze vzorku stolice

Izolace DNA byla provedena pomoci komeréniho Kkitu QlAamp DNA

Stool.

Pracovni postup:

1.
2.
3.

10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.

Do eppendorfky navazit 180 — 200 mg (velikost hrasku) vzorku stolice.
Ptisypat sklenéné kulicky o primeéru 0,5mm.

Piipipetovat 1 ml Buffer ASL, vortexovat 1 minutu, dokonale
zhomogenizovat.

Rozbit v mini beadbeateru, 2 minuty pii max. rychlosti (120 s/5 000
kmiti).

Inkubovat 5 minut pti 70°C v inkuba¢nim bloku.

Vortexovat 15 s, centrifugovat 1 minutu pfi max. rychlosti.

Maximum supernatantu pienést do ¢isté mikrozkumavky (pelet
vyhodit).

Pridat 2 inhibi¢éni EX tablety, vortexovat 1 minutu (dokonale
rozpustit), inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté.

Centrifugovat 3 minuty pii max. rychlosti.

Prepipetovat veSkery supernatant do nové eppendorfky, znovu
centrifugovat 3 minuty pfi max. rychlosti. Napipetovat 15 pl proteinase
K do ¢isté mikrozkumavky a ptidat 200 ul supernatantu.

Ptidat 200 ul Buffer AL, vortexovat 15s.

Inkubovat 10 minut pti 70°C v inkuba¢nim bloku.

Ptidat 200 ul 96% etanolu, vortexovat.

Prepipetovat lyzat na QIAamp kolonu opatfenou sbérnou

zkumavkou, centrifugovat 1 minutu pfi max. rychlosti.

Ptidat 500 ul Buffer AW1, centrifugovat 1 minutu pii max. rychlosti,
vymeénit sbérnou zkumavku.

Pridat 500 pl Buffer AW2, centrifugovat 3 minuty pfi max. rychlosti.
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17. Pfenést kolony na cistou mikrozkumavku, napipetovat 200 pl
BufferAE pfimo na membranu, inkubovat 1 minutu pii lab.teploté,
centrifugovat 1 minutu pii max. rychlosti.

Ziskanou DNA uchovévat pii - 20°C.

Obr. 4 : Homogenizator (FastPrep®-24, M. P. Biomedicals, CA, USA)

Obr. 5 : Inkubaéni blok

Obr. 6 : Centrifuga na mikrozkumavky
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3.3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metodou PCR je mozno ziskat velké mnozstvi kopii urcitého useku
molekuly DNA pomoci primert. Metodou PCR amplifikujeme ¢ast genu. V tomto
piipadé genu ITS.

Celkovy objem reakcni smési pro kazdou PCR byl 25 ul (Tab. 2). Byly
provedeny dv¢ sady PCR s rliznymi sety primerd, jedna pro pritkaz ptitomnosti
E. bieneusi a druha pro prikaz Encephalitozoon spp. Soucasti kazdé sady PCR
byla pozitivni a negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
vyizolovana z kultury E. intestinalis a E. bienusi.

Tab. 2: Reak¢ni smés pro PCR (pro 1 reakci)

Roztok Objem (ul)
Pufr 2,5
MqgCl, 1,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
D’'NTP; 0,5
Taq polymeraza 0,63
Templatova DNA 5
Cekem |

Tab. 3: Primery pro Enterocytozoon bieneusi

Primery Sekvence
P ——$—™3;™9»§m§y
Primarni PCR

MSP-1 (15-mer) TGA ATG (G, T) GT CCC TGT
MSP-2B (16-mer) | GTT CAT TCG CACTACT
Sekundarni PCR
MSP-3 (24-mer) GGA ATT CACACCGCCCGTC(A,G) (C, T) TAT
MSP-4B (26-mer) | CCAAGC TTATGC TTA AGT CCA GGG AG AG
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Tab. 4: Primery pro Encephalitozoon spp.

Primery

Priméarni PCR
MSP-1 (15-mer)
MSP-2A(15-mer)

Sekvence

TGA ATG (G, T) GT CCC TGT
TCA CTC GCC GCT ACT

Sekundarni PCR
MSP-3 (24-mer)
MSP-4A(27-mer)

GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A, G) (C, T) TAT
CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C, T) (A, C)A A(A, G) G
GGT

Amplifikacni program na termocykleru (Little Genius, BIOER, obr. 7) pro

primery MSP:

1. Pocate¢ni denaturace 95°C, 3 min.

2. Denaturace pii 94°C, 45 s.

3. Nasedani primeru pii 55°C, 45 s.

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

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

Celkem probéhlo 40 cykla.

Obr. 7 : Termocykler (Little Genius,BIOER)
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3.3.2.3 Gelova elektroforéza (ELFO)

Pti

gelové elektroforéze dochazi k rozdéleni DNA fragmenti

Vv agardézovém gelu podle molekulovych hmotnosti pisobenim elektrického pole.

Touto metodou byla ovéiena délka DNA fragmentt.

Pouzité roztoky:

1)

2)
3)
4)

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

Agaroza

Ethidium bromid

100 bp DNA ladder

Pracovni postup:

1.

o a ~ w D

Agarozu s TAE pufrem rozehiat v mikrovinné troubé.

Ochladit pod tekouci vodou.

Ptipipetovat 1 pl Erbe, aby vysledna koncentrace byla 0,5 pg/ml.
Dobte promichat a nalit do pfipravené vanicky s drzakem a hiebenem.
Gel nechat ztuhnout pfiblizné 5 - 10 minut.

Gel vlozit do elektroforetické vany tak, aby starty byly vlevo u zaporné
elektrody.

Do jamek napipetovat 25 pl produktu PCR a pfi napéti 70 V nechat
vyvijet potiebnou dobu pro vytvoreni fragmentii DNA.

Rozdélené¢ fragmenty vizualizovat pod UV transiluminitorem pfii

vlnové délce 302 nm.

Fragmenty DNA byly zaslany na sekvenaci do Laboratofe genomiky BC

AVCR. Fylogeneticka analyza byla provedena v Biologickém centru AV CR v

Ceskych Budgjovicich (neprovadéno autorkou).
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Obr. 8 : Vana na elektroforézu

3.3.2.4 Extrakce z gelu (MinElute Gel Extraction Kit Protokol)

Pracovni postup:

1.

© © N o

10.
11.

12.

Vytiznout fragment DNA z gelu Cistym skalpelem. Dat do pfipravené
eppendorfky, prazdnou eppendorfku pfedem zvazit.

Zvazit eppendorfku s fragmentem gelu a pfipipetovat 3 objemy QG
pufru. Inkubovat 10 minut pii 50°C, kontrolovat rozpousténi, michat
kazdé 2 — 3 minuty béhem rozpousténi.

Po rozpusténi musi byt v eppendorfce Zluty roztok.

Ptipipetovat 1 objem isopropanolu do eppendorfky.

Prepipetovat veskery objem na kolonu a centrifugovat 1 minutu pfi
max. g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouZit s kolonou.
Ptipipetovat 500 ul QG pufru a centrifuguj 1 minutu pfi max. g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

Promyt pfipipetovanim 750 pl PE pufru na kolonu, inkubovat 2 - 5
minut pii laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu pfi max. g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky, centrifugovat 1 minutu pfi max. g.
Kolonu dat do 1,5 ml eppendorfky a provést eluci napipetovanim 30 ul
EB pufru.

Inkubovat 1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu pfi max. g.
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3.4 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky byly statisticky zpracovany za pomoci Fisherova exaktniho testu

Vv kontingenc¢ni tabulce.

4. Vysledky

4.1 Mikroskopické a molekularni vySetieni stolice

4.1.1 Vysledky vysetreni stolice koncentracni sedimentacni metodou

(M.L.F.C.)

Metodou M.LF.C. nebyla prokazana ptitomnost zadného parazita.

4.1.2 Vysledky vysetieni stolice barvenim dle Mildacka a Vitovce

Barvenim dle Milacka a Vitovce nebyla prokdzana ptitomnost oocyst

kryptosporidii.

4.1.3 Vysledky vysetieni stolice barvenim Calcofluor

Vysledky vysetieni stolice barvenim Calcofluor znazoriuje tabulka Tab. 5.

39



Tab. 5: Vysledky vySetieni stolice barvenim Calcofluor

islo vzorku Hodnoceni Cislo vzorku Hodnoceni

- 15 -

- 16 -

- 17 + Nepotvrzeno

- 19 -

- 20 -

- 21 -

- 22 -

C
1
2
3
4 - 18 -
5
6
7
8
9

- 23 -

10 - 24 -

11 - 25 -

12 - 26 -

13 - 27 -

14 - 28 -

V tabulce Tab. 5 jsou znazornény vysledky vySetfeni barvenim Calcofluor.
Vzorek ¢islo 17 vykazoval zndmky pozitivity na mikrosporidie. Tento nalez vSak
nebyl potvrzen metodou PCR. Neshoda byla pravdépodobné zpisobena zaménou
mikrosporidii za kvasinky nebo jiné stfevni parazity, ktefi pod UV svétlem

fluoreskuji totozné.

4.1.4 Nalezy mikrosporidii metodou PCR

Pomoci PCR bylo vySetfeno vSech 28 vzorkid stolice. Z celkového
mnozstvi byly 3 fragmenty DNA zaslany na sekvenaci do Laboratofe genomiky
BC AVCR. Fylogenetica analyza byla provedena v Biologickém centru AV CR v
Ceskych Budgjovicich.
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Obr. 9: Pozitivni vysledek gelové elektroforézy (Encephalitozoon sp.)

Na Obr. 9 je fotografie pozitivni gelové elektroforézy, Sipkou je znazornén

pozitivni vzorek.

4.1.5 Vyhodnoceni vysledkii sekvenace a fylogeneticke analyzy

Sekvenace a fylogenetickd analyza (neprovadéno autorkou) potvrdila

piitomnost rodu Encephalitozoon. Jedna se konkrétné o E. cuniculi genotyp |.

4.1.6 Vysledky vysetieni sledovaného souboru jednotlivymi metodami

V Tab. 6 jsou znazornény vysledky vySetfeni vSech metod, které byly

pouzity pti vySetieni sledovaného souboru.
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Tab. 6: Vysledky vySetifeni sledovaného souboru jednotlivymi metodami

Vzorek Vzhled M.I.F.C

stolice

Milacek-

Vitovec

Calcofluor

PCR

Encephalitozoon sp.
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23 Pevna - - - -
24 Pevna - - - -
25 Pevna - - - -
26 Pevna - - - -
27 Pevna - - - -
28 Pevna - - - -

Tabulka zndzoriiuje vysledky vSech provedenych vysetieni. Kdy u vzorku

¢islo 17 byla pozitivita na mikrosporidie, kterd vSak nebyla potvrzena PCR.
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Naopak u vzorku ¢islo 7 byla zjisténa pozitivita na mikrosporidie metodou PCR,
ale preparat barveny barvenim Calcofluor nevykazoval znamky pfitomnosti

mikrosporidii.

4.1.7 Prehled pozitivnich vzorki na mikrosporidie u jednotlivych skupin

. o
pacientu
17 A
16 - B Pozitivni
15 - O Negativni
14 -
13 -
12
= 11 A
5 10
8 9
2 8-
8] ]
S 7
o 6 -
5 -
4 -
3 -
2 -
l -
0 T T . T 1
Terénni pacienti Psychiatricka lécebna Ustiredni vojenska Psychiatricka Ié¢ebna
Cerveny Dvur nemocnie Havliékav Brod

Obr. 10: Piehled pozitivnich vzorki na mikrosporidie u jednotlivych skupin
pacientii

Na Obr. 10 mizeme vidét pocet pacientii jednotlivych zatizeni, ktefi
pristoupili na spolupraci. U jednotlivych skupin je zndzornén vysledek vySetteni
na mikrosporidie. Pozitivni vzorek byl pouze u pacienta z terénu. Rozdily mezi

jednotlivymi skupinami nejsou statistisky vyznamné (p<0,05).
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5. Diskuze

Zneuzivani alkoholu mé nepfiznivé UCinky na naS imunitni systém.
Nadmérna konzumace alkoholu zplisobuje nachylnost k nékterym infekénim a
bakteridlnim onemocnénim. Tyto infekce maji tendenci byt kontinudlni a jsou
¢asto spojovany s vysokou mirou umrtnosti. Alkohol zptsobuje snizeni humoralni
a bunécné imunitni odpovédi, a tim vazné omezuje obranyschopnost organismu
vuci infekénim agens (Pavia et al., 2004). Pravé humoralni a bunécna imunitni
odpovéd hraje roli v obrané proti oportunnim parazitim (Hoftejsi, 2005).

Oportunni parazité zpusobuji zadvazné onemocnéni u imunodeficitnich
pacientll (Sepkowitz, 2002).

Prikkaz oportunnich paraziti u alkoholikti neni piili§ Casty. Castéji se
diagnostika provadi u transpalnovanych pacientli, imunosuprimovanych a
AIDS/HIV pacient.

Metodou pfimého prikazu nebyla prokézéna ptitomnost vyvojovych stadii
prvokll ani oocyst kryptosporidii. Negativni vysledek téchto mikroskopickych
metod mize souviset s imunitnim stavem alkoholikti. Alkoholici jsou daleko
nachylngjsi k infekcim, avSak imunitni systém sledovaného souboru nebyl natolik
poskozen a vnimavy kinfekci oportunnimi parazity. Prenos stfevni
kryptosporidiézy vodou a potravinami je celosvétovym problémem vetejného
zdravi. Stfevni invaze byla diagnostikovdna u imunokompromitovanych jedinci,
zvlasté u téch infikovanych virem lidské imunodeficience HIV/AIDS (Kothavade,
2011). Kryptosporididza je jednou z nejcastéjSich pfi¢in prijmu na Haiti. U déti
mladsich péti let, HIV jedinct, a lidi zijici v nizSich socialné-ekonomickych
podminkach je pfi¢inou onemocnéni spotiecba vody nebo potravin
kontaminovanych oocysty Cryptosporidium. Studie se zabyvala piitomnosti
oocyst v povrchovych vodach a ve vefejném zasobovani vodou. Z celkového
mnozstvi 37 vzorkll znadrzi bylo 65 % kontaminovdno, voda poskytovana
vetejnou spolecnosti byla také kontaminovana (54%), (Brasseur et al., 2011).
Infekce byla téz diagnostikovana u HIV pozitivniho novorozence, kdy matka

trpéla prijmy. K pfenosu tedy doslo pfimym kontaktem. Jako vhodné se proto jevi
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pouziti secreeningového vySetfeni na kryptosporidiozu u HIV pacienti
(Abdelmalek et al., 2011). Studie zabyvajici se diagnostikou stfevnich paraziti u
HIV/AIDS prokazala ptitomnost Cryptosporidium sp. v 9,4 % z 64 HIV/AIDS
pacientll v provinci Mazandaran v franu. (Daryani et al., 2009). Diive byla
diagnostikovana kryptosporidiéza az u 60 % AIDS pacientii (Fleming, 1990).
Toto vypovida o zlepSujici se ucinku terapie HIV/ AIDS HAART.
Kryptosporididza je zavaznym problémem nejen u HIV/AIDS pacientil, ale také
pacienti po transplantaci a cCastych hemodialyzach (Chiuchetta, 201).
Cryptosporidium parvum bylo diagnostikovano jako pti¢ina prijmu u 7 piijemct
transplantatu z 43 (Arslan et al., 2007). Kryptosporidium bylo zjisténo u 12
(11,5%) dialyzovanych pacientii z celkového poctu 104. JelikoZ jsou dialyzovani
pacienti potenciondlnimi kandiddty na transplantaci je tieba preventivnich
opatieni proti infekci (Seyrafian et al., 2006).

Cely sledovany soubor pobyval Vv dobrych hygienickych podminkéch,
riziko nakazy kontaminovanou potravou nebo vodou je malé.  Pacienti
Psychiatrické 1é¢ebny Cerveny Dvir, Ustiedni vojenské nemocnice i pacienti
Psychiatrické 1é¢ebny Havlickiv Brod jsou navic pravidelné kontrolovani
1ékafem. Pacienti z terénu pochazeji z dobrych socialné-ekonomickych podminek.

Ptitomnost mikrosporidii metodou Calcofluor byla prokdzana u 1 vzorku.
Tento néalez vSak nebyl potvrzen metodou PCR. Neshoda byla pravdépodobné
zpusobena zaménou mikrosporidii za kvasinky nebo jiné sttevni parazity, kteti
pod UV svétlem fluoreskuji totozné. Vysetieni barvenim Calcofluor se ukazalo
jako malo specifické a citlivé pro prukaz mikrosporidii. Daleko vétsi specifitu
poskytuje PCR. Citlivost PCR umoziiuje enzymatickou amplifikaci genu
Z nepatrného mnoZstvi nukleovych kyselin a omezeného mnoZstvi materialu
(Gasser, 1999). PCR umoziiuje druhovou a genotypovou identifikaci
mikrosporidii (Kock et al.,1997).

Po provedeni metody PCR a ELFO byly vzorky zaslany na sekvenaci a

fylogenetickou analyzu. Sekvenace a fylogenetickd analyza prokazaly ptitomnost
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mikrosporidii ve vzorku. Jednalo se o Encephalitozoon cuniculi genotyp I. E.
cuniculi byl prokazan u 1 (4 %) z celkového mnozstvi pacientt.

V praci Kucéerové-Pospisilové byl E. cuniculi detekovan u 16 %
alkoholikii, u 7 % byl prokazan Encephalitozoon hellem (Kucerova-Pospisilova et
Ditrich, 1998). K prikazu vSak pouzila serologické metody ELISA a Western
blotting. ELISA je nejuzivanéj$i metodou ke stanoveni protilatek IgG, senzitivita
laboratornich kiti dosahuje 90 — 100 %, avSak variabilni specifita je 76 — 96 %
(Zima et al.,, 2002). Metoda Western blotiing je metoda zaloZzena na
elektroforetickém déleni proteint a jejich reakci s protilatkou (Zima et al., 2002).
Ve srovnani s PCR je potieba vice materidlu, pro Western blotting je tfeba 1 ng.
PCR je vysoce citlivou metodou (Bergendahl et al., 2003), u které dokaZeme
pracovat s mnozstvim pikomlé az attomold (107 mol.) (Zima, 2002). Metoda
ELISA miize mit az 1000x niz8i senzitivitu nez PCR (Adlet et al., 2003).
V piipad¢ serologického vySetieni musime brat v potaz klinicky stav pacienta a
vysledky ostatnich vySetfeni (Zima, 2002). Pozitivita protilatek proti E. hellem a
E. cuniculi v séru alkoholikii miiZze znamenat jiz probéhlou nakazu parazitem za
stalé pritomnosti protilatek, nebo skrytou nakazu bez ptiznakd. Na rozdil od
metody PCR, ktera nam potvrdila aktualni pfitomnost E. cuniculi ve stolici
pacienta, by se dalo hovofit o mikrosporididze.

Mikrosporidiéza je jednou z hlavnich oportunnich infekci u pacientl
s HIV/AIDS, piijemct organt, déti, cestovatell a starSich osob. Nejcastéjsi
pii¢inou infekce pro ¢lovéka je E. bieneusi a E. intestinalis (Anane et Attouchi,
2010). Mikrosporidie jsou patogenem jak pro ¢lovéka, tak i pro zvifata. U tohoto
souboru byl detekovan Encephalitozoon cuniculi genotyp | a to u pacienta ve véku
45 let. Encephalitozoon cuniculi se oznacuje jako zoonoticky parazit (Deplazes et
al. 1996). Prvni nalez E. cuniculi u ¢lovéka byl v roce 1984 u dvouletého ditéte
s neurologickymi poruchami ve Svédsku (Hollister et Cannig, 1987). Bylo
prokazano, ze E. cuniculi muze infikovat n€kolik hostitelskych druht, vcetné
¢loveéka. Encephalitozoon cuniculi byl diagnostikovan u lidi pracujicich se

zvitaty, konkrétné kraliky. Pti kontaktu s takto nakazenym zvifetem je tedy nutné
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dodrzovat zakladni hygienické pravidla (Ozkan et al., 2011). Z toho lze usuzovat,
7e pacient, u kterého jsme diagnostikovali E. cuniculi se mohl nakazit od
infikovaného zvifete. Encephalitozoon cuniculi genotyp I byl také detekovan u
pacienti geriatrického zafizeni. Pozitivita byla prokazdna u 2 pacienti
z celkovych 5 pozitivnich na mikrosporidie (Cernd, 2010). Encephalitozoon byl
téz detekovan v souvislosti s idiopatickou CD4+ T-lymfopenie a v pokrocilém
stadiu lidské imunodeficience (Kodjikian et al, 2005). Z imunologického hlediska
je nejlépe prostudovanym druhem E. cuniculi (Salat et Braunfuchsova, 2002).
Mikrosporidie byli zjisteny u 30 HIV pozitivnich pacientli z 159 béhem vyzkumu
v Rusku. Nejvyssi prevalence byla u E. intestinalis 12,8 %, E. bieneusi byl
prokazan u 1,2 % pacientu a E. cuniculi u tii pacientl. U jednoho z pacientt s E.
cuniculi byl diagnostikovan kmen I i IT (Sokolova et al., 2011). Encephalitozoon
cuniculi byl zjistén také u pacienta po trasplantaci ledviny (Talabani et al., 2010).
Enterocytozoon  bieneusi  je  nejcastéjSim  ptvodcem  lidské
mikrosporidiozy. Enterocytozoon bieneusi je <Castym gastrointestinalnim
parazitem u AIDS pacientl (Velasquez et al., 1999). V Portugalsku dosahl vyskyt
E. bieneusi u HIV pozitivnich pacientd 29 %. Pacienti trpéli prijmem a
gastrointestindlnim onemocnénim (Filip et al., 2001). Ve Spanélsku, na
Kanarskych ostrovech na Tenerife bylo vySetfeno 156 vzorki stolice zejména
imunokompromitovanych jedinci. E. bineusi byl prokazan u 18 (11,54 %) z 156
vzorkd stolice (Acosta et al., 2008). U jedinct po alogenni transplantaci byla
celkovd prevalence mikrosporidii 7,4 % (Zajickova, 2010). Pfitomnost
mikrosporidii z celkovou prevalenci 11 % byla prokazana u pacientli geriatrického
zaiizeni, z 5 vzorkil byly 3 pozitivni na E. bieneusi (Cerna, 2010). V roce 2008
byly mikrosporidie detekovany s prevalenci 100 % u drogové zavislych,
konkrétn¢ druh E. bieneusi (Bucharova, 2008). Porovnani vysledki Evy
Bucharové s mymi (drogové zavisli jsou z hlediska rizika oportunnich infekci
podobni alkoholiklim) a s vysledky vyse citovanych studii dovoluje pfedpokladat,
ze v pripad¢ drogové zavislych se na vysoké prevalenci podilel vice pienos

infekce v uzkém kolektivu, nez ptipadné poskozeni imunitniho systému drogami.
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Z vysledkt sledovaného souboru nelze hodnotit, zda vyskyt mikrosporidii
u pacientl zavislych na alkoholu souvisi s jeho konzumaci. Jak jiz bylo zminéno,
protilatky proti E. cuniculi byly diagnostikovany u 16 % alkoholikii pomoci
serologickych metod (Kucerova-Pospisilova et Ditrich, 1998). Serologickym
vySetfenim nelze rozlisit, zda byli pacienti v aktualnim stadiu ndkazy, nebo §lo o
pritomnost protilatek po prodélané ndkaze mikrosporidiemi. Dle ziskanych
informaci o sledovaném souboru nikdo netrp€l priijmovym onemocnénim, které je
velmi ¢asto piitomno u mikrosporidiovych nakaz (Didier, 2004). Ptitomnost E.
cuniculi u jednoho z nich mohla souviset s alkoholismem, nebo doslo k pfenosu
ze zvifete.

Pro potvrzeni, zda je vyskyt oportunnich paraziti u alkoholikti vyssi, je
tteba ovéfit hypotézu na rozsahlejSim souboru pacientd, ptipadné v akutnim stadiu
alkoholismu. Zavrzeni nebo potvrzeni hypotéz je proto velmi obtizné. Pacienti
mohli mikrosporidiéozou trpét v pribéhu akutniho stadia alkoholismu, kdy je
imunitni systém zatizen. Prod¢land nékaza by se dala prokéazat serologickymi

metodami.
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6. Zavéry

Vysetfeni vzorkll stolice molekularni metodou PCR prokéazalo piitomnost
miikrosporidii u 1 pacienta (4 %).

Nalez byl identifikovan jako druh Encephalitozoon cuniculi genotyp I.

Vyskyt mikrosporidii u alkoholikii se nelisil vyrazné od vyskytu u jinych
skupin pacientii v riziku, s vyjimkou uzivatel drog.

Nizka prevalence u téchto pacienti mize byt dana dobrymi hygienickymi
podminkami.

Ve srovnani s prikazem mikrosporidii u alkoholikd serologickou metodou byl
vyskyt niz§i. Vyskyt oportunnich paraziti u alkoholikl je tfeba intenzivné
studovat. Prikaz by bylo vhodnéjsi provadét u pacientl v akutnim stadiu

alkoholismu.
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