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Abstract

Cilem této studie byl ikaz oportunnich parasitu alkoholiki. VySetovanym
materialem byla stolice. Celkem bylo vyi&ato 20 vzork, 4 od pacierit Psychiatrické
lécebny Cerveny Dvir 16 vzorki od pacient z terénu, dochéazejicich na terapii
ambulantg.

K mikroskopickému vySéni stolice byly pouzity tyto metody: koncerina
metoda M.I.F.C. k gikazu vyvojovych stadii prvak barvici metoda Mikéek-Vitovec,
ktera slouZzi k diagnostice oocyst kryptosporidiistelici a Calcofluor, ktera je &ena
k detekci mikrosporidii. Molekularni diagnostika l&@ayzaloZzena na PCR a restrikci
produktu. Metoda PCR prokazaldtpmnost mikrosporidii u 1 pacienta z 20.

Naslednd sekvenace a fylogenetickd analyza diagowata Encephalitozoon
cuniculi. Encephalitozoon cuniculibyl detekovdn u pacienta zterénu. Vyskyt

mikrosporidii u alkoholik je 5 %.
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Uvod

Oportunni paraziti jsou organismy, Ktenohou vyvolat zavazné onemaaon pxi
narusSeni imunitniho systému hostitele. U imunokamptovanych pacieiit je riziko
oportunnich infekci vysoké, a to i wipac nizké virulence. Alkohol zasahuje do
funkce bugk imunitniho systému, dochazi k naruSeni imunitnélgstému a zvySené
vnimavosti k infekci. Abuzus alkoholu je spojen s@Zenou produkci protilatek a
sniZzenim aktivity makrofagiasto je také provéazen proteinovou malnutrici degxem
imunity.

Tato prace se snazi prokazaitgmnost oportunnich paragitu alkoholiki,

v zavislosti na konzumaci alkoholu a poskozeni wigyau jedince.



1. Sowasny stav

1.1 Parazitismus

Parazit neboli cizopasnik je organismus, jenz zi&kaviny z hostitele, jednoho
¢i vice. Obvykle dochéazi k poSkozeni hostitele (Rot005).

Parazitismem oziajeme souziti dvou organisimhostitele a parazita.

Existuje rekolik typt souziti organismu a hostitele. Symbi6za je defémavjako
vztah dvou organisfn kdy organismy nemohou bez sebe existovat, zahrnuj
komensalismus, forézu, mutualismus (Volf et al.,020 Bedng 1999). H
komensalismu parazit vyuziva potravy Zj&ho i vnitniho prostedi hostitele bez jeho
poskozeni. Forézou ozhgeme vyuZiti hostitelského organismu k transpgntého
organismu nebo Ukrytu. Za mutualismuz povaZujenas, skdy jeden z organisSin
ziskava ziviny (Rohde, 2005).

Rozdleni parazii na ektoparazity a endoparazity je dano lokaliZ&wohde,
2005). Ektoparazité Ziji na povrchu hostitele, gratdazité jsou fitomni v organismu
hostitele (Volf et al., 2007). Endoparazity |zeélidna stevni, krevni, dutinové a
tkanové. Toto rozleréni je na zaklaginapadeného organu (Bedn&999).

Parazitické organismy lzeslit na zaklad jejich Zivotni strategie. Mikroparaziti
se v tle hostitele mnozi. Makroparaziti produkuji intek stadia bez pomnozZeni
(Rohde, 2005).

Zivotni cyklus parazit rozdlujeme na monoxenni a heteroxenni (Rohde, 2005).

Na zaklad vztahu cizopasnika a hostitele rozeznavame&asioy parasitismus
neboli temporarni (Volf et al.,, 2007, Bednd999). Permanentni paraziti setrvavaji
v hostiteli i cely Zivot (Volf et al., 2007). Obkdgorni parazité jsou odkdzani na
cizopasny zivot. Fakultativni organismy parazipijlezitostré (Bednd, 1999).

Parazité se mohou Zivit na jednom hostiteli (mogofa nebo na &kolika
hostitelskych organismech (polyfagni) (Betirié999).



1.2 Oportunni parazitismus
Pojmem oportunni parazitismus lze roztinschopnost mikroorganisim -

paraziti vyvolat zavazné onemoém pi naruSeni imunitniho systému hostitele. U
imunokompromitovanych pacianje vysokeé riziko oportunnich infekci, a to i kigad
nizké virulence (Sepkowitz, 2002). Mezi nejréestjSi parazitdozy v naSich
podminkach pat toxoplasméza, giardidza, ojedia amebdza a kryptosporidioza, vice

informaci na webové adrese www.szu.cz
Vybrané parazitarni onemasni v CR v letech 2001-2009 znéazoije Tab. 1.

Tab. 1:Vybrana parazitarni onemocréni v CR v letech 2001-2009

Diagn6za 2000] 2001| 2002| 2003 2004| 2005| 2006| 2007| 2008| 2009
Anebo6za 21 25| 29| 18| 15/ 20 9 9] 11 5
Giardioza 254 362| 216| 172| 102| 92| 141] 90| 79| 47
Ktryptospordiozg 4 3 2 1 0 0 0 0 0 0
Toxoplazméza 670 516| 646| 455| 319| 347| 328| 231| 248| 221

(Www.Szu.c2

1.3 Parazitarni infekce
Parazitarni infekce mohou bytigmbeny prvokygervy, ¢lenovci (Gopferova et

al., 2006). \étSina parazitarnich infekci je dlouhodobymi chrémgimi procesy.
Dulezitou skuténosti je vztah parazita a imunitniho systému jegling€ vyraznym
projevim infekce dochazi u nemocnych s poruchou specifibké@c¢né imunity
(Krejsek et Kopecky, 2004).

Imunitni odpo¥d’ organismu W¢i parazitm zahrnuje fyziologické obranné

bariéry a také slozkyipozené a specifické imunity (Krejsek et Kopeck§02).

1.3.1 Obrana hostitelského organismu proti paraziainfekci

PreZiti prvoki je zavislé na dostupnosti substratu. Parazitéustiimspecifickou
burgé¢nou odpo¥d. Dochazi k indukci TH1 T-lymfocwt coz je typické cytotoxickou
reaktivitou, vznikem granulotm V piipact vniku TH2 imunitni odpodi, je
stimulovana populace B lymfoaytk tvorke specifickych protilatek vSechrid



imunoglobulini. U parazitarnich infekci je vyrazné zvyseni IgEgjgek et Kopecky,
2004).

1.3.1.1 Nespecificka imunita

Poskytuje jen ¢ast&énou ochranu. Nespecifické imunitni mechanismy se
uplatiuji diive nez adaptivni imunitni mechanismy.

V prvni linii dochazi k uplaténi fyzikalné-chemickych bariér v sliznici traviciho
traktu. Muciny a mucinové molekuly maji podil nahadi a invazi hostitelské bly.
Hostitelské muciny brani usidleni parézifaraziti secernujici enzymy degradujici
mucin, gekonaji membrany z mucinu. Interakce s muciny hedstse mohou uplatnit u
kryptosporidii, lambii, entaméb (Hicks et al., 2R00

Druhou linii tvari humoralni a bustné obranné mechanismy. Humoralni slozku
tvori alternativni cesta aktivace komplementu, jenzolgy povrchové vrstvy protozoi
(Overath et Aebischer, 1999).

1.3.1.2 Specificka imunita

Subpopulace Thl zprdgstkuje buénou imunitni odpo¥d proti
intracelularnim parazitickym protozoim. IL-2, IL-12TNF-beta a INF-gama jsou
vyluc¢ovany rednost. Subpopulace Th2 zpréetikuje humoralni imunitni odp&¥, u
které dochazi k produkci IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,413 a TNFe (Jira, 2009).

U intestinalnich nadkaz se uplaje sliznéni imunitni systém. Imunitni kiky
tvoii CD4+ a CD8+ T biiky, B, NK a fagocyty. Luminalni antigeny vaet stimuluji
lymfatickou tkd&, lamia propria mucosae a intraepitelialni lymfgcyiMcDonald,
1999).

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

1.4 Zavislost na alkoholu

Swtova zdravotnickd organizace popisuje rizikové pgako pravidelnou
konzumaci 20 az 40 g alkoholu dérinzen, u muz 40 — 60 g denh PosSkozeni zdravi
fyzického nebo psychického je vysledkem na&dm konzumace alkoholu, tedy

Skodlivé konzumace. Zde se mnozstvi alkoholu pojeybuzen okolo 40 g na den, u
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muzi okolo 60 g denti Zavislost na alkoholu je definovana jako soubor
fyziologickych, behavioralnich a kognitivnich fenén, kdy pozivani alkoholu je pro
jedince prioritou nad v§im ostatnim.

Jednim z kritérii zavislosti na alkoholu je zvySovapoteby alkoholu,

k dosazeni intoxikac& poZzadovanéhodinku. Zavisly setrvava v konzumaci alkoholu i
pies u¥domeni si negativniho &nku.

Alkohol naruSuje imunitni systém, cozuge zmsobit zvySenou vnimavost
k ur¢itym infekcim, tuberkul6zy, pneumonie a HIV (Andenset al., 2005).

Alkohol posSkozuje Zaludek, pankreas, centralni oeyvsystém a zjsobuje
periferni neuropatie (Ma@k et M&akova, 2004). Alkoholicka hepatitida je jednim
z prvnich picin onemocsni jater alkoholik a nasled& cirhdzy jater. U d&Zkych
zavislosti na alkoholu se cirh6za projevuje do 6 Y&yznamnou roli pro Klinicky
pribéh onemocani predstavuji imunologické mechanismy (Saito et 12004).

Abuzus alkoholu je spojen se snizenou produkciilatek a snizenim aktivity
makrofagu,casto je také provazen proteinovou malnutrici alggekn imunity (Treno
et al., 2008, Gyongi , 1997)

Alkohol zasahuje do funkce bék a molekul, které jsou seasti imunitniho
systému, inhibuje funkci bék pohlcovat a rit mikroorganismy, jenz napadaji
organismus. Ovliuje produkci a signalizaci molekul, které koordinumnunitni
odpowd organismu (Gyongi, 1997).

Alkohol ma vliv na zaétlivou odpowd organismu, miZze ovlivnit jak sekvenci,
tak Uroven této odpowdi. Dochazi k redukci schopnosti lymfoayproliferovat a
diferenciovat po aktivaci antigenem.ufeme pozorovat zvySené mnoZstvi protilatek v
krvi, protoZze B-lymfocyty produkuji protilatky a jedy zvySen peet protilatek i &chto
burgk. Jsou zasazeny také cytokiny, jejich produkceumkde (Treno et al., 2008,
Gyongi, 1997). U alkoholikdochazi k expanzi CD57 + T btln(Song et al., 2001).Ke
zvySeni IgE v séru, ale odp@né mechanismy nejsou znamy. Produkce IgE je Zvisl
na B-ly stimulaci a na dkterych cytokinech, ig@devsSim IL-4 a IL-13, T-ly jsou
vyznamm snizeny u paciefits alkoholickou hepatitidou nebo cirh6zou. Pokldsuiek
v periferni krvi nazné&uje zakladni poskozeni beimé zprostedkované odpaydi vici

alkoholickému onemocmi jater (Bernstein, 1974). Akutnitiggm alkoholu inhibuje

11



aktivitu DC burek, tedy antigen-prezentujici funkci iy (Szabo et al., 2004).
Zneuzivani alkoholu vede ke Znam neutrofih a makrofag.

Chronicka piti alkoholu zjsobuje zvySeni ®vni propustnosti, coz vede k
abnormalitim ve #vni epitelialni vrsty. ZvySend propustnost ushiage piinik
bakterii gres stevni bariéru. Bakterie se dostanou do miznich wloortalniho okhu,
to miZze zpisobit sepsi (Moss, 2005).

Nadmérné pozivani alkoholu naruSuje metabolismusSiny Zivin (Bunout,
1999).

1.5 Mikrosporidie

Mikrosporidie z fylogenetického hlediskadime mezi houby,itve vSak patly
mezi prvoky (Bedn& 1999, Weis, 2001). NaleZi tedy tiée Fungi, kmene Microspora,
téidy Microsporeajadu Microsporida (Vivarés et al., 2002, Jira 2008krosporidie
jsou obligatni parazité (Ghosh et al., 2006). Jslbarakteristické absenci kignych
slozek typickych pro eukaryotické tiky jako mitochondrie, Golgiho aparat &ilxy
(Corradi et Keeling, 2009).

Mikrosporidie se intenzivh mnozi v cytoplas# hostitelské biky. Zivotni
cyklus probih& ve dvou fazich merogonii a sporog@viathis, et al., 2005). &em
merogonie se hiky rozmnoZuji a rozpadem plasmodii vznikaji itle@ buiky, jez
mohou rozmnoZzovani opakovat. iy mikrosporidii jsou ohrageny plasmatickou
membranou, ktera komunikuje s cytoplasmou hoskiéelsuiky. V tomto stadiu neni
hostitelska bitkka poSkozovana. Z kazdé itky parazita vznikd spora, futie
adaptovana pro infikovani dalsi itky téhoz hostitelského organismu nebo nového
hostitele. Uvnit spory je cytoplasma s jddrem a vegstvaci aparat. Vy&tlovaci aparat
obsahuje pdélové vladkno, polaroplast a vakuolu. Rovaci spory dochazi k vyigleni
polového vldkna. Polové vidkno pronikne tkani aodék parazita je infikovan do
cytoplasmy hostitelské lilgy. Po infekci hostitele vytu® mikrosporidie dalSi generaci,
kterd je vylodena z hostiteleéinimi tekutinami (Volf et al., 2007). PostiZzeny js0
enterocyty doudena, jejunum,rohovkaikyledvin, mozku, svaly (Bednal999).

Infekéni faze parazita je schopngepit nepiznivé podminky Zivotniho prastdi

hostitele a transportrgs jeho Zaludek (Pierce et Huston, 2009).

12



Mikrosporidie se vyskytuji fgdevsSim u jedinc s naruSenou imunitou, zvI&st
s defektem CD4+ lymfocyt (Sery et Balint, 1998). Mikrosporidie zodpovidaj
onemocgni s vysokou Uumrtnosti, zejména u osobo s porucliamity (de Souza et
Garcia-Zapata, 2006). Byly objeveny jakdivpdci infeléniho onemocéni u jiz
zmirgnych pacient s AIDS, avSak také uffpemai transplantovanych organ déti,
cestovatel, osob nosicich kontaktiocky, starSich osob (Didier, 2005). Infikuji Siroké
spektrum organisin (Windsor, 1997). Spory mikrosporidii jsowZmé v Zivotnim
prostedi. Patogenni prédoveka byly nalezeny ve vadWeis, 2001).

Organismus se brani mikrosporidiim imunitni odfmtivtypu Thl (Mathew et
al., 2009).

Vyskyt mikrosporidii je geopolitni, endemicky nelsporadicky. Nakaza se
pienasi peroralni cestou (Jira, 2009).

Mezi vyznamné lidské patogeny fiat Encephalitozoon cuniculi,
Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon intestialEnterocytozoon bieneusi,
Trachipleistophora hominis, Trachipleistophora amghophthera, Vittaforma corneae
(Volf et al., 2007).

Enterocytozoon bieneusgleZi do rodiEnterocytozoonRod Enterocytozoorje
typicky svym gekotnym vyvojem (Volf et al., 2007). Sporyem2,5 - 3,2 x 1,2 - 1,6
um, polarni viakno obsahuje 4 - 7 zévitDeplazes et al., 1996Enterocytozoon
bieneusije jednobui¢ny patogen zfsobujici lidské mikrosporidiézy (Acosta et al.,
2008, Widmer et Akiyoshi, 2010). Osidluje entergcytiuodena a jejuna, téz
sigmoideum, rektum, vzaén epitel Zlltovych cest, vyvolava dlouhodobé&ipny (Sery
et Balint, 1998, 31). Parazit poSkozuje entero@tuvolrené spory se dostavaji do
stolice. Vyskyt byl zaznamenan u imunokompromitgx@mosob, u paciefits AIDS,
osob s neurologickymi poruchami (Canning et Hadlist1990, Sak et al., 2008).
Multiorganova mikrosporidiozEnterocytozoon bieneug negastji diagnostikovana u
HIV infikovanych pacient, ve stolici, duodenalni biopsii, vytoku z nosupatsi (Pierce
et Huston, 2009). U osob s poruchou imunitnihoéyst pacierit s HIV+/ AIDS a
piijemal transplantai vznikaji chronické pimy, anorexie, malabsorpce, porucha
absorpce cukr (Tumwine et al., 2002). Infekde. bieneusje negastji identifikovana
u osob s p&tem burk CD4+ < 100 bu&k/ml, stejré jako E. intestinalis(Okhuysen,
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2001). Diseminovana infekce e projevit i hodnot CD4+ < 50 budk/mm®
(Walker et al., 2006). Gastrointestinalni infekadou k chronickym mijmam, které
neiastji postihuji pacienty s AIDS v rozvojovych zemidDhronicky pfijem je spojen
s Ubytkem &lesné hmotnosti, snizenim kvality Zivota a zkragemrezivani u HIV
pozitivnich pacienit. V Africe, ve spojeni s chronickym ijgmem zenielo 72 %
nemocnych. Enterocytozoon bieneyspredstavuji vyznamnou fginu chronického
prajmu u pacieni s AIDS (Bern et al., 2005).

Mikrosporidie byly objeveny po transplantaci, ale wtSiné piipadi byly
diagnostikovany az po smrti pacienta (Walker ¢t2406).

Enterocytozoon bieneupiisobi histologické zgmy v duodenu, tenkém a tlusténiest
a také konéniku. Zmeny se projevuiji atrofii, prodlouzenim krypt, fadkk (Cerny et
al., 2008).

Encephalitozoon intestinalisdiive Septata intestinaligFranze et al. 1995)
napada enterocyty tenkéhd'esta, butky lamia propria vetné endotelovych bukk.
Spory prvoka n&i 1,5 - 2,0 um (Molina et al., 1995). Pr@gtnictvim makrofal se
infekce &fi do Zlwovych cest, plic, tubularnich bék ledvin. Je Eicinou pijmu a
infekce u pacierits AIDS (Franze et al., 1995). Parazit je schopsandinovat do plic,
ledvin. Diseminovana forma se vyskytuje u nemocrg/¢HV (Molina et al., 1995).

V Ceské republice byla prokazana séropozitivita u asokikem nékazy HIV, 11 %
séropozitivita u intravenoznich uZivatedrog a 16 % u alkoholik (Ku¢erova-
PospisSilova et Ditrich,1998)

Velmi piinosné pro l&u mikrosporidii u HIV infikovanych pacieinfe uzivani
HAART (vysoce aktivni antiretrovirové terapie). \émocnici St Vincent v Sydney,
podstoupili HIV infikovani pacienti vletech 199527 a2006 vySdéeni na
mikrosporididézy. VySdeno bylo celkem 3564 paciéntPozitivita byla prokazanu u
159 pacient. VétSiny pacieni byla €Zzce imunokompromitovanych (CD4+ 105
burgk/mm®), pri¢emZ pouze 16 % imunokompromitovanych padiantivalo HAART.
32 % pacient zenfelo po stanoveni mikrosporidiézy, 68 % paadiest medianem
CD4+ burgk/382 mni, kteri preZili uZivalo HAART. SniZeni vyskytu mikrosporidipz

potvrzuje @innost HAART v prevenci imunodeficience a oportuiminfekci. Od roku
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1995 od roku 2004 doslo ke snizeni mikrosporidiaZyl % na 0 % (van Hal et al.,
2007).

Mikrosporidiéza je problémem nejen u HIV paciendle také u starSich osob
okolo 75 roku zivota (Lores et al., 2002).

Miksorposidie Ize barvit Giemsou, Calcofluorem. i&ghostice druhu Ize pouzit
PCR (Okhuysen, 2001).

1.6 Kryptosporidie

RodCryptosporidiunradime do kmene Apicomplexa. Kryptosporidie byitive
(Volf, 2007).

Kryptosporidie maji velmi specifickou tkévou lokalizaci. Vyskytuji se
v mikroklcich traviciho traktu, epitelu dychaciclest rkteré mohou parazitovat
v epitelialni vystelce Zaludai seény (Volf et al., 2007).

Zivotni cyklus kryptosporidii je monoxenni (Bushetral., 2006).

Sporozoiti se i na merozoity, kié jsou situovani parazitoforni vakuole pod
buné¢nou membranou enterocytu, jde tedy o intervilookalizaci (Elliot et Clark,
2000).

Rozmery oocyst jsou v rozmezi 3-6 um. Oocysty excystujuimen tenkého
streva, obsahujicétydi infekéni sporozoity. Sporozoit vyt¥d intracelularni, ale
extracytoplasmatickou parazitoforni vakuolu, ktel@d vznik trofozoitu a merontu.
Béhem nepohlavniho rozmnoZeni vip¢hu prvni merogonie dojde k rozpadu na 8
merozoifi. Poté niZze dojit k druhé merogoni, ¢bem které vznikajttyii merozoity,
nebo ukoreni reprodukce. Vifpak druhé merogonie, merozoity vyzraji
v mikrogamety a makrogamety. Splynutim mikroganeetyakrogamety vznika zygota,
z které se mohou vyvinout tenk&shé oocysty nebo siln@siné oocysty (Bushen,
2006).

Kryptosporidie povazujeme z&ignu prijmovych onemocEni na celém site,
zejména mezi malymidaimi a pacienty s deficientem imunity (Chalmers etvies,
2010). U imunokompromitovanych jedinczvliasé u nemocnych s AIDS, onemagri

manifestuje v chronicky pjem, jenz ma za nasledek dehydrataci a malabs@fecny
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et al., 2008). Zpsobuji gastroenteritidu , zavaznost onemtaczavisi na mistinfekce,
imunitnim stavu jedince (Chalmers et Davies, 20l10kubani doba se pohybuje
v rozmezi od 2 do 10 dr{Alcantara et al., 2000).

Kryptosporidie podécuji neadaptivni imunitu, slizémi ochranné reakce brani
mnoZzeni parazit prostednictvim lektinu vazajiciho manézu (BML) (Kelly al.,
2000).

Specifickd imunita se projevuje zvySenim hladingafickych imunoglobulif
(Pollok et al., 2001).

Diagnostika kryptosporidii je zalozena na mikigskkém ptikazu oocyst ve
stolici. Na fixované preparaty vyvojovych forem gmwuZziva barveni Giemsa-
Romanovsky (Pavlasek, 1995), Ziehl-Neelsen a ddHaVitovec (Garcia, 1997). Pro
prikaz protilatek se pouziva ELISA test (Kjos et 2005). Velmi spolehlivou metodou
je PCR, kde je spolehlivost zachytu < 10 oocysbidén et Thompson, 1998).

U¢inna terapie dosud neni znama, zkousi se parongaithromycin (Blanshard
et al., 1997) a nitazoxanidem u nemocnychignpy (Rossignol et al., 1998, 2001).

Kryptosporidiéza je endemicka zoonozaidise fekala-oralni cestou (Jira,
2009).

NejvyznamijSim zdrojem nakazy je Cryptosporidium parvum a
Cryptosporidium homini§lira, 2009)

Cryptosporidium parvurje monoxenni intestinalni kokcidie (Jira, 2009)

Zivotni cyklusC. parvumprochazi gkolika fazemi.

Cryptosporidium parvunse nezanamje do cytoplasmy, ale je od ni adeho
piichytnou ploSkou, jenz ipdstavuje intracelularni kompartment v apikalniastl
enterocytu. V tomto rozhrani parazit-hostitel bgtakdzana fitomnost aktinu a alfa-
aktininu (Elliot et Clark, 2002). Tento protein aaknit a v dalSi fazi vyvoje parazita
mizi (Jira, 2009). Energeticky metabolismus kryptoglii je zavisli na glykolyze.

Z tofozoith vznikaji procesem merogonie meronti I. typu s 8aneity, ktei po
rozruSeni hostitelského enterocytu invaduji datéémcyty. Meronty |. typu se formuji
v meronty Il. typu a merozoity Il. generace. NasjgdIm krokem je gametogoniefiP
gametogonii  vznikaji makrogamonty a mikrogamonty 16s pohyblivymi

mikrogametami. Po fertilizaci vznika z makrogamgdata a z ni oocysta (Tetley et al.,
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1998). Existuji dva typy oocyst, tenk&shé, zodpoddné za endoinvazi a silnésneé,
které jsou rezistentni kipobeni enviromentalnich viiv(Okhuysen et Larusso, 2002).
Na pilnuti kryptosporidie ke s$evnimu epitelu se dastni specifické lektiny
Gal/GalNAc (galaktoza-N-acetylgalaktosamin) (ChenLarusso, 2000). Na patku
infekce @i excystaci se uplauji cysteinové a serinové proteaz@ryptosporidium
parvumindukuje bugcnou programovanou smrt neinfikovanych BkinU specifickych
hostiteli mohou sporozoiti vniknout do leukodyd peZivat v parazitoforni vakuole,
tim si udrzuji svou infednost (Jira, 2009).

Tento intracelularni prvok jefiginou pfijmu u lidi a zvfat po celém sité
(Denf et al., 2003). Inkulai doba ma rozmezi 5 - 21 @r(Cerny et al., 2008).
Cryptosporidium parvunprimarre infikuje epitelialni buky traviciho traktu, coz vede
k akutnim vodnatym @dimam (Denf et al.,, 2003). Rb¢h je odliSny u
imunokompetentnich a imunodeficitnich jedincU imunokompetentnich jedific
vznika akutni gastroenteritida se zvySenou teplotdu imunodeficitnich jedint
kryptosporidi6éza manifestuje v chronickya@m s dehydrataci a malabsorpcétny et
al., 2008).Cryptosporidium parvune spojeno s vyznamnou morbiditou a mortalitou u
pacienti se syndromem ziskaného selhani imunity (AIDS) (@ral., 2003). U HIV-
infikovanych osob s pgidem burk CD4+ > 200 bugk/ml, mize infekce spontarn
vymizet, ale v pozglSich stadiich onemoéni HIV pii poklesu CD4+ bugk, < 100
burgk/ml, onemocini vede k dehydrataci, podvyZivcéasto s nasledkem smrti
(Okhuysen, 2001). Vyrazné rozmnozovani parazitatieenim epitelu vede k destrukci
enterocyll (Bednd&, 1999). Jiz 10 oocyst ivie zmisobit infekci u zdravych osob, u
imunokompromitovanych pacignk vyvolani infekce std méré (Okhuysen, 2001).

1.7 Isospora belli

Isospora bellinalezi do kmene Apicomplexajdy Coccideajadu Eimeriida.
Tato kokcidie je monoxenni parazit (Jira, 2009).

Sporulace probiha veistg hostitele i ve v§Sim prostedi, tedy endogegni
exogen®. Endogenni formy Ize najit v enterocytech lemuafidilky tenkého seva.

Nakaza ma chronicky charakter tugpbeny opakovanim merogonie a

gametogonie ve w. Vysporulované oocysty maji elipsovity tvar s Koxéymi
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poly, meti 20 — 33 x 10 — 1 um (Restrepo et al.,1987). A&kHu sexualni formy lze
najit u nemocnych s AIDS takeé v epitelu&uych cest. Diseminované formy Ize najit
v lymfatickych uzlinach, jatrech, slezifako tk&ove cysty. V tkdove cyst se obvykle
nachazi 1 zoit (Lindsay et al., 1997). Ndkaza sda&{alre-oralni cestou, ale téZ vodou
(Forthal et Guest, 1984). Onemeénn se nejvice vyskytuje u homosexudForthal et
Guest, 1984) a HIV pozitivnich paciéniJira, 2009). Imunokompetentni jedinci mohou
prodklat nakazu bez figznaka (Jira, 2009). U imunokompromitovanych jedinse
izospora chova jako oportunni parazit, napadgvet stnu, pisobi chronické m@jmy,
nauzeu, dehydrataci, malabstop syndrom (Jira, 2009). hte se objevit eozinofilie
(Jira, 2009).

Izospora je neépstji diagnostikovana v tropech a v subtropecliev@zié u
HIV+ osob. V Zambii az 29 %, Senegalu 15,3 %, HB&i% (Jira, 2009). U do&ych
osob s AIDS ve Venezuele bylabelli diagnostikovanae 14 %, u 98 % se vyskytoval
chronicky nebo akutni pfem. U 81,25 % osob byl pet CD4+ bugk < 200/mmi
(Cerdad et al., 2003).

Pro diagnostiku je nefosrEjSi stevni biopsie (Boldorini et al., 1996).
Oocysty barvime dle Ziehl-Neelsena, Uvitexem (Fnagial., 1996). K fikazu se také
pouziva PCR (Muller et al., 2000).

Nakaza je citliva na tébu kotrimoxazolem (Ebrahimzadeh et Bottone, 1996).

1.8 Cyclospora cayetanensis

Cyclospora cayetanensje enteropatogenni kokcidie, ktertadime do kmene
Apicomplexa, tidy Coccideajadu EimeriidgJira, 2009).

Nachazi se v enterocytech duodena a jejuna. Sperjdaexogenni po dobu 1 az
2 tydni, vyloutené oocysty tedy nejsou intek (Smith et al., 1997). Oocysty jsou
kulovité, neii 8 — 10 um (Jira, 2009).

Zdrojem nakazy je fekatnkontaminovana voda a potrava (Katz, et al., 1999).
Pfitomnost byla prokdzana u asymptomatickych gigsimunokompetentnich osob i
imunodeficitnich ve form epidemie (Sifuentes-Osorio et al.,, 1995). Onersocise
vyskytuje v asociaci €. parvum(Jira, 2009). Hoj& se vyskytuje v klimaticky teplych
oblastech (Volf et al., 2007). ¥R byla nakaza diagnostikovana u skupiny triso
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pobytu v USA a Mexiku (Rubik et Tolarova, 19974 abdobi mezi lety 1997 - 2004 u
16 importovanych jedinc(Tolarova, 2005).

Inkubaini doba je 2 - 11 dn nakaza zfsobuje vodnaté pmy
s abdominalnimi #ecemi, nauzeu, zvraceni (Gascon et al.,, 1995). U oayuh
s imunodeficitem jde o prolongované onem#drscastymi recividami (Jira, 2009). U
postizenych mize dojit k alkalozni cholecystitid se zvySenim alkalické fosfatazy (de
Gordolas et al., 2001).

Diagnéza se potvrdi fpkazem oocyst ve stolici, dopaije se flot&ni metoda
(Kimura et al., 2004).

Lé&cit I1ze kotrixomazolem nebo ciprofloxacinem (Jir@09).

1.9 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondiipati do kmene Apicomplexa,iitly Coccidea, fadu
Eimeriida,celedi Toxoplasmatidae (Volf et al., 2008, Jira, 200

Toxoplasma gondije intracelularni parazit (Miller et al., 2007)ioBgicky
cyklus T. gondiije charakteristicky gidanim koné&ného hostitele, jimz je kK&ovita
Selma a mezihostitele, které mohdegstavovat teplokrevni obratlovatetre ¢lovéka.
Nepohlavni faze probiha weptji u mezihostitel, ale také u kormych hostitel
(Jira, 2009).

Vegetativni toxoplazmova forma je trofozoit, velio4 - 7 x 1,5 — 4 um.
Trofozoiti se mnozi endodyogoniifiPvzniku dvou dcéinych burgk ozna&ujeme
proces jako endodyogonicky. Nepohlavee mnozici formy po oité dok® vytvori
tkdnovou cystu (pseudocystu) (Jira, 2009). Pseudocgstyuplatuji pii prenosu
toxoplasmoézy z postizeného wtie na ¢lovéka, konzumaci nedostéte tepelré
upraveného masaCérny et al., 2008)Toxoplasma gondipronikad do makroféalg
pomoci fagocytdézy (Grimmwood et al., 1996). i&aa cysta je klidovou formou
kulovitého nebo vejtého tvaru, velikosti 300 um. Na povrchu ik&é cysty je
membrana odolnaii tlaku a misobeni travicich tekutin jako je kyselina solngge,
trypsin. Obsahem jsou cystozoiti, se schopndsizigat mimo &lo Zivého hostitele az
14 dni, v pipact teplotnich podminek od + 8 °C az +10 °C (Radka.e2003).
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lzosporova, pohlavni faze probiha v enterocytechekwého hostitele, tedy
kockovité Selmy (Jira, 2009). Paraziti se vyvijeji ntexocytech. Schizonti maji
granularni, bazofilni cytoplasmu. Schizonti vytivanerozoity. Ke splynuti gamet,
dochazi v hostitelské hoe jeSt pred vytvdenim sEny oocyst (Ferguson, 2002).
Sporulace trva 1 - 5 dn Vysporulovana oocysta izosporového typérimnid x 11 ym
(Ferguson, 1979).

Nakaza se Hialimentarni a fekaloralni cestou, kapénkovou infekci,éokbami
v kizi po manipulaci s infelnim materidlem (Jira, 2009)iimhakaze ¢hotné Zeny
mohou toxoplazmata proniknout placentou a napadplodt(Havlik et al., 2002).

Akvirovana forma pedstavuje onemo¢ni k rémuz dochazi postnat&n
RozliSujeme wkolik forem, uzlinovou formu, neurotoxoplazmoézunotoxoplazmozu,
septickou formu a postiZeni orga@lira, 2009) .

V centru infikované zény nachazime nekroticka lkdiss parazity v okoli.
Nekrézy mohou dosahnout velikosti az 2-3 mm. Staiiska mohou kalcifikovat (Jira,
2009).

V Ceské republice byla zji&ta pozitivita toxoplazminového testu celkem u
32,1 % (Jira et Rosicky, 1983). VySSi prevalenck lpyokdzana u osob Zijicich na
venkow. Screeningova komplementfixd reakce prokazalafijpomnost protilatek u
24,8 % Prazaha 41,7 % u venkovskych oblasti (Zitek, 1998).

Obrana organismu profi. gondiije zajiS€na vrozenou imunitou, tedy neutrofily
a trombocyty. Toxoplasmézy mohou penetrovat do roélut, tim unikaji fagocytoze.
Takto infikované neutrofily nemohou parazity usnwa ale zpomaluji jejich deni
(Subauste et Wessendarp, 2000).

Toxoplasma gonditimuluje B buiky k sekreci imunoglubuliin ttidy 19G, IgM
a IgE. IgA tlumi péinik parazita sliznici (Garweg et al.,, 2000). Tattskana,
adaptativni protilatkova imunitni reakce j&nna pouze v akutni fazi nakazy (Fatoohi
et al.,, 2003). Vyznamnou ulohu hraji Ty (Mun et al., 2002). IL-12 a IF§-
stimuluji CD8 lymfocyty. Ochranny dinek je zprostdkovan tvorbou IFNs; jenz

aktivuje lymfocyty, cytotoxickou aktivitou arfnym cytotoxickym dinkem.

20



Vycerpani CD4+ lymfocyi podporuje infekci a zvySuje parazitarni ¢zat

(Denkers, 1996). Parazitife¥ivaji ve fornd tkanové cysty celozZivoth v riznych

organech a tkanich hostitele (Chanon et al., 2002).

Klinické formy toxoplasmozy jsou vypsany v tabu({d@ab.2).

Tab.2:Klinické formy toxoplasmézy s vybranymi klinickymi piiznaky

Toxoplasméza Klinigkiéznaky
inaparentni vznik séropozitivity
abortivni cliipkovité

onemocini
akutni uzlinovéa zdtieni lymfatickyvh
uzlin

Ziskana ocni chorioretinitida
nervova meningoencefalitida
visceralni pneumonie
Ganavovy syndrom anavnost,

chronick& bolest hlavy
gynekologicka opakované potraty
reaktivace (fi imunodeficienci) loZiskova
encefalitida
odunteni plodu potrat
inaparentni séropozitivita dfe

Vrozena ocni katarakta, strabismu
mozkova hydroencefalus
visceralni hepatitida

(Havlik et al., 2002)

K prikazu toxoplazmové ndkazy se s vyhodou pouziva rae®@R. Dale také

ELISA, imunofluorescence, hemaglutémd reakce (Havlik et al., 2002).

Zakladem léby je kombinace pyrimatamiu se sulfoamidem (Hawik al.,

2002).
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1.10 Pneumocystys jiroveci

Pneumocystys jirovege z molekularé fylogenetického hlediska kvasinkova
houba ze skupiny Hemiascomycotinadad Pneumocystidales) (Volf, 2007).
Pneumocystis jirovecma d¢ Zivotni formy, trofozoit a cysta. @bmizeme nalézt
v infikované plicni tkani (Garcia et Bruckner, 199Tento parazit je hlavnitpodce
oportunnich nékaz u paciéng AIDS (Gerberding, 1998).

P. jirovecivyvolava pneumocystézu. MnoZzi se na povrchu epitgbtylajiciho
plicni alveoly. U hostitele s imunodeficitem mohbuiky zaplnit plicni sklipky a
zpasobit smrt hostitele (Volf et al., 2007).

Rezervoarem a zdrojem oneméchprocélovéka jsou domaci zvata a hlodavci.
Nakaza se i@naSi vzdusSnou cestou. Pneumocystézou jsou paspaerenti s AIDS,
kojenci, pacienti po transplantaci,céni a po lébé¢ kortikoidy a imunosupresivy.
Onemoceni je charakterizovano plasmocelularni pneumoniieutocystoza byla
diagnostikovana ve spojeni s AIDS u homosekuélerny et al., 2008).
Pneumocystdza sete objevit u starSichétl nebo dos@ych pii poklesu CD4+ bugk
pod 200/mm(Garcia et Bruckner, 1997).

Pneumocystéza seciékotrimoxazolem nebo pentamidinem (Volf et al.02D

1.11 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolyticaeboli nménavka uplawina (Volf et al., 2007), p#tdo
kmene Amoebozaiitly Entamoebidegdadu Entamoebid@lira, 2009).

Entamoeba histolyticana 2 Zivotni formy. Trofozoity formy magndeuistavuje
invazivni stadium, je protazeného tvaru, velik@Qi- 40 um (Clark et Roger, 1995).
Forma minuta @&i 10-16 um, vyskytuje se mimo epizodyajonu, uvadi se, Ze jde o
neinvazivni prekurzor cysty. Cystaeglstavuje klidovou Zivotni formu, ma kulovity
tvar, méfi 8 - 20 um. Podle stupreralosti cysta obsahuje 1 - 4 jadra. RozliSujeme
nekolik stadii, precysta, cysta, metacysta (Ghosdl.ef1999).

Virulence a invaznost trofozdientaméb jsou zprastdkovany gkolika faktory.
Lektin, uvadny jako Gal/GalNAc, je glykoprotein zprdstkovavajici adhezi
k stevnimu epitelu a likvidaci efektorovych bikn(Adler et al., 1995). Cysteinové
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protedazy jsou vyzamnym faktorem virulence, naru&pitelovou bariéru sva a
ochranou vrstvu mucinu natevnich epiteliich (Moncada, et al., 2003). Entaméby
degraduji IgA (Que et al., 2003).

Inkubani doba amébdzy je 1 - 4 tydny. RozliSujend&atik klinickych forem
onemocgni. U ameébové dyzenterie postizeni trgzkiymi prijmy s @imési krve a
hlenu. Neléena nakaza fize ejit do chronického stadia. Zejména u oslabenyci os
dochazi k akutnimu fulminantnimu 4ehu, hor€kdm, pocenim, dehydrataci.
V ojedirglych piipadech dochazi k perforaci iesta (Jira, 2009). Amébom je
charakteristicky rozgénim léze do 8hy ilea, infekce vyvolava zétlivy otok (Jira,
2009). Ri extraintestinalni manifestaci je daptjSi postizeni jater (Wells et Arguedas,
2004). Amébovy jaterni absces se objevuje asi u @sbb (Peters et Bienzel, 1981).
Améba niize diseminovat do mozku (Okhuysen, 2001).

Ameboza se vyskytuje po celéméry daleko vice vSak v zemich teplého
klimatu, s nedostatkem nezavadné pitné vody. Vedysh zemich mirného klimatu
jde zpravidla o importovanou nakazu (Havlik et 2002).

V piipadt invazivnich onemoami jako je kolitida, absces, byénbyt pacienti

lé¢eni metronidazolem, efektivnim lékem je téz tinia@khuysen, 2001)

1.12 Giardia intestinalis

Bicikovce G. intestinalistadime do kmene Metamonadédy Trepomonadea
fadu Diplomonadida, (Jira, 2009).

Prisati prvoka k sevni sliznici umo#iuje pisavny disk (Volf et al.,, 2007).
Giardie se mezi hostitelitpnasi kontaminovanou vodou s odolnymi cystami wslik
8 -12 x 7 - 10 um (Smith et Paget, 2003j)ardia intestinalispotrebuje k dokodeni
sveho Zivotniho N-acetylgalaktosamin pro obalest ¢ylonk et al., 2005).

Giardie Zije v duodenu a horgésti jejuna. Diseminovat fie do Zlgniku a
Zlucovodu. U velmi silnych infekci se zvySuje seakre cinnost, dochazi tedy
k nadprodukci hlenu (Jira, 2009).

Imunodeficitni pacienti pradavaji onemocéni velmi €zce. Parazit postihuje
castji deti (Smith et Paget, 2007). U da$g populace je onemoéni negastji mezi

20. a 40. Rokem.&tSinou se jedna o rosé postizenych &i. V Ceské republice se
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rocné objevuje okolo 100 ifpadi giardidzy (Gopferova et al., 2006). Intek davka je
25 - 100 cyst (Smith et Paget, 2007). Objevuje &on Ze lidé s krevni skupinou A
maji &tSi predispozice k nakaze. Osoby s krevni skupi@gsou odolgjSi. Gardia
intestinalis je stevnim prvokem, jenZ j&astym mivodcem cestovatelskych tpmu
(Okhuysen, 2001).

Nakaza je penosna fekakoralni cestou (Okhuysen, 2008. intestinalislze
detekovat i ve vo@lP¥i studiu zdroj pitné vody v jiznim Rusku a Bulharsku bylo
z celkového mnoZstvi 166 vzdrkizného fivodu (povrchova voda, voda z kohoutku,
odpadni voda) 9,6 % pozitivnich n@iardii a 18,1 % naCryptosporidium G.
intestinalisbyla zjiS€na i ve vod balené (Karanis et al., 2006). Giardia jecas§ji se
vyskytujici  lidsky stevni prvok po celém s$®&. Klinické projevy onemoaini se
pohybuji od asymptomatické infekce az paj@gm s malabsorpci (Roy et al., 2005).
Inkubani doba je 6 — 21 dni (Okhuysen, 2001). Lambi6zaegastji v rozvinutych
zemich. V Indonésii je prevalence az 43 %. Rernsije spojeno s nizkou urovni
socioekonomickych a sanitarnich podminek. Vysokéidence lamblidzy je u
postizenych s imunodeficienci (Jira, 2009).

Pri parazitologické diagnostice v Bratistaw letech 1995-1999, byla nakaza
zjiSttna u zdravych &i predskolniho ¥ku v 9,9 %, Skolniho &ku v 8,6 %, u
hendikepovanychdi 14,6 % az 16,5 % (Totkova, 2002), v roce 200& bgmblidéza
diagnostikovana ¢R (Jira, 2009).

NejcastjSi vyskyt je v Severni Americe a Eviofyanacova et al., 2003).

Diagnostika je zaloZzena na mikroskopickénikazu cyst parazita ze stolice v
nativnim nebo barveném preparatu. Ve stolici lzek@zat cysty pomoci koncentrd
metody (Bednéet al., 1994).

1.13 Strongyloides stercoralis

Strongyloide stercoralisneboli had stevni, je cizopashikertlovéka, ale také
psa.Radime jej mezi hlisticefitly Secernenteaidadu Rhabditida.

Parazitickou formou jsou pouze s&Ry produkujici vajka (Volf et al., 2007).
S. stercoralisma slozity Zivotni cyklus, probihajici veres# hostitele a volé v

prostedi. Nejprve se vyvijeji rhabditiformni larvy L1teké se mohouipnmenit piimo
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do druhé L2 -faze ardti filarimorfni L3. Volre Zijici dosglé saméky a samci se
mohou mnozit a produkovat L1, které se vyvinou this L3. L3 niize proniknout
kuzi hostitele, do plic, dychacich cest a nakonecstieva, kde dozravaji vdka

(Siddiqui et Berk, 2001).

Tento drobnyerv, velikosti 2 x 0,4 mm, zpravidla parazituje si&nici jejuna
(Cerny et al., 2008).

Larvy S. stercoraliskteré se vyvinoudhem infekni etapy v zaZivacim traktu, mohou
nékdy proniknout gtevni sliznici do tenkého islva. Tato schopnost opakovat cyklus
vede k chronickému fpibéhu infekce (Siddiquil et Berk, 2001).

Vyskytuje se pevazrt v tropech a subtropech. K nakaze dochazi alimentéar
cestou Cerny et al., 2008). InfekcBtrongyloides stercoralipostihuje 50-100 milioh
lidi na celém sité (Marty et. al., 2005).

Klinické projevy onemoctni jsou velmi pestré. V invazivni fazi se objevuje
kopiivka a alergie v mist vniku larvy do organismu. KaSel, dychaci obtize
charakterizuji plicni féazi. V gastrointestindlnizfgjsou bolesti kcha i epigastriu,
nausea, zvraceni, {imy s pimési krve Cerny et al., 2008). Multiorganovéhaesii s
vysokou umrtnost jefedevSim u paciefts infikovanymi T bikami virem HTVL-1,

u pacient, ktefi dostavaji kortikosteroidy, podstupuji chemoterapebo jsou po
transplantaci (Marty et. al., 2005).
Diagnostika se opira o nalez pohyblivych larev todic.

Terapie je mozna azolovymi preparatie(ny et al., 2008).
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem této bakaigké prace bylo shromazdit material (stolice) paédien
zavislych na alkoholu a vy$ét na pitomnost oportunnich paragitU vybraného
materialu izolovat DNA a pomoci PCR vy8etmateridl na fitomnost oportunnich

parazifi a pozitivni izolat genotypizovat.

2.2 Hypotézy

H;. Vyskyt oportunnich parazitu alkoholiki bude vy3Si, alkohol naruSuje
imunitni systém, coz fize zmisobit zvySenou vnimavost kditlym infekcim.

H,: Vyskyt oportunnich paraZit bude u alkoholix srovnatelny s jedinci

imunokompletnimi, zavislost na alkohol se neodraZyyskytu oportunnich paraiit

3. Metodika

3.1 Charakteristika sledovaného souboru

Sledovany soubor se skladal z 20 vzosdtolice. Z celkového mnoZstvi déarc
byli 4 darci (20 %) z Psychiatrickéckny Cerveny Dvr, tito pacienti podstupu;ji
obvykle 3 ngsicni intenzivni odvykaci Ebu. Odkr materidlu u d&chto pacient byl
piedem konzultovan s o$ejicim |lékaem. Zbylych 16 (80 %) osob zavislych na
alkoholu bylo z terénu,ipvazrié z oblasti Moravy. Pacienti zavisli na alkoholiezénu,
jsou l&eni ambulanté v psychiatrické ordinaci. VSichni darci byly stad$ let. \€k
vSech pacierit byl od 20 let do 70 let. &kové rozmezi pacieatPsychiatrické l&bny
Cerveny Dvir bylo od 25 let do 59 let. U paciént terénu bylo $kové rozmezi 20 az
70 let. Sledovany soubor titb muZzi i Zeny, pohlavi vSak zwejnilo jen rékolik z nich.

V praibéhu vyzkumu bylo osloveno ¢kolik |é¢eben. Na spolupraci vsak
piistoupila jen Psychiatricka débna Cerveny Dvir. Odmitnuti bylo zévodnsno

nedostatkemcasu instituci, hospitalizaci paciéntv deliriu, agresivnimi pacienty,

26



spoluprace by byla velmi obtizna. Mnozstvi materiatirazi také neochotu paciént
Gcastnit se vySéeni oportunnich parasit
Odker vzorku byl anonymni, pacienti uvedli pouzékwa Stitek jimZz byla ozkiana
sbérova zkumavka. fevazrit se jednalo o stabilizované pacienty,rkjg nekonzumuiji
alkohol.

VSichni pacienti byli informovani o spravném @db materidlu a nasledném

vySeteni vzorki.

3.2 Odl@r vzorki

K vySeteni jsem pouzila vzorky nativni stolice. Vzorky Iste byly odebrany
do slkErovych nesterilnich nadob. O&t4 vzorki se uskuténil v Psychiatrické [&brg
Cerveny Dvir. Ostatni vzorky byly odebrany od terénnich pagiemiznych lokalit.

Vzorky byly ged zpracovanim uchovany v chladu, transport prokgbenoci
pienosného chladiciho boxu.

Jsem si #doma vlivu uskladéni, transportu gasového intervalu mezi oétem

a zpracovanim na vysledky vyzkumu.

3.3 Metody parazitologického vygeni
Vzorky stolice byly vySéeny barvicimi metodami Mitek-Vitovec a
Calcofluorem, déale koncentmai metodou M.I.F.C a molekul&frgenetickou metodou

PCR (polymerazoveetézoveé reakce).

3.3.1 Mikroskopické vySegni stolice

3.3.1.1 M.I.LF.C.
Koncentr&ni metoda slouzi k diagnostice vyvojovych stadwopti pripadré
helmint.
Pracovni roztoky:
1) roztok MIF (500 ml HO; 50 ml 40 % formaldehydu; 400 ml 0,1 % roztoku
mertiolatu sodného; 10 ml glycerinu)
2) Lugoliv roztok (1 g krystalického jodu; 2 g KJ; 100 mi®)
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Postup:
1. Homogenizovat vzorek stolice (velikosti hrachu)hdl B11F a 1ml Lugolova
roztoku.
2. Homogenni sis prefiltrovat pres gazu.
3. K prefiltrovanému extraktuipdat 6 ml éteru, rozépat, zcentrifugovat 2 min
pii 1 500 ot/min.
4. Vznikly prstence uvolnit za pomoci Spejle a vzostk
5. Prohlédnout sediment.
Sediment se prohlizi seelnym mikroskopem (OLYMPUS IX70)fpobjektivu
40x.

3.3.1.2 Barveni dle Mil&ka-Vitovce
Tato metoda slouzi k diagnostice oocyst kryptasigore stolici.
Pracovni roztoky:
1) roztok methylvioleti (methylviolé 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 % kysetisirove)

Postup:
1. Rozetit vzorek stolice na podlozni sklo, vytitorovnomerny nagr.
2. Faxovat methanolem v plameni.
3. Barvit roztokem methylvioleti, 30 minut.
4. Oplachnout vodou.
5. Diferenciovat 2 % kyselinou sirovou.
6. Oplachnout vodou.
7. Dobarvit tartrazinem.
8. Oplachnout vodou a ususit.

Preparat prohlizime stelnym mikroskopem (OLYMPUS 1X70) za pouZiti

olejové imerze, $ objektivu 100x.
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Obr.1:Preparat stolice nabarveny barvenim Mil&ek-Vitovec

3.3.1.3 Barveni calcofluorem

Metoda barveni calcofluorem slouzi k detekci mdgoridii.
Pracovni roztoky:

1) 0,1 % Calcofluor (Calcofluor 0,1 g; PBS 100 ml; pi2)

2) 0,5 % Evansova médEvansovy mote 0,5 g; PBS 100 ml; pH 7,2)
Postup:
Rozetit vzorek stolice na podlozni sklo, vytitorovnonmgrny natr.
Fixace methanolem 3 minuty, nechat zaschnout.
Barvit 0,1 % Uvitexem, 10 minut.
Oplachnout vodou.
Dobarvit 0,5 % roztokem Evansovy niedb sekund.

o 0k w0 bR

Oplachnout ve vag nechat zaschnout.
Preparat prohlizime fluoresagim mikroskopem (OLYMPUS IX 70) ip
vinové délce 490 nm olejovou imerzi pvétSeni 1000x.

29



Obr.2:Preparat stolice barveny Calcofluorem

v . s
il i 3

Obr. 3:Mikroskop OLYMPUS IX 70
3.3.2 Molekularni diagnostika

3.3.2.1 Izolace DNA ze vzorku stolice
Izolace DNA byla provedena pomoci kitu QlAamp DISfool.

Pracovni postup:
1. Do eppendorfky navazit 180 — 200 mg (velikost hvd3korku stolice.
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2. Prisypat sklegné kulicky o ptaméru 0,5 mm.

w

Pripipetovat 1 ml Buffer ASL, vortexovat 1 minutu,ldmale
zhomogenizovat.

Rozbit v mini beadbeateru, 2 minutff pmax. rychlosti (120 s/5 000 knit

Inkubovat 5 minut p 70 °C v inkub&nim bloku.

Vortexovat 15 s, centrifugovat 1 minutii pax. rychlosti.

Maximum supernatantur@nést daisté mikrozkumavky (pelet vyhodit).

Pridat %2 inhibtni EX tablety, vortexovat 1 minutu (dokonale rozjtyus

© N o g &

inkubovat 1 minutu $ laboratorni teplat.

9. Centrifugovat 3 minuty i max. rychlosti.

10. Prepipetovat veSkery supernatant do nové eppendarfioyu centrifugovat
3 minuty @ max. rychlosti.

11.Napipetovat 15 ul proteinase K disté mikrozkumavky aijpdat 200 pl
supernatantu.

12.Pridat 200 ul Buffer AL, vortexovat 15 s.

13.Ikubovat 10 minut § 70 °C v inkub&nim bloku.

14.Pridat 200 pl 96 % etanolu, vortexovat.

15. Prepipetovat lyzat na QIAamp kolonu ofgtou skrnou
zkumavkou, centrifugovat 1 minutuipnax. rychlosti.

16. Pridat 500 pl Buffer AW1, centrifugovat 1 minutii pnax. rychlosti,
vymeénit sbirnou zkumavku.

17.Pridat 500 ul Buffer AW2, centrifugovat 3 minutyi pnax. rychlosti.

18. Renést kolony naistou mikrozkumavku, napipetovat 200 ul Buffer AE
piimo na membranu, inkubovat 1 minuttilpb. teplo€, centrifugovat
1 minutu @i max. rychlosti.

Ziskanou DNA uchovavatip- 20 °C.
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Obr. 6 :Centrifuga na eppendorfky
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3.3.2.2 Polymerazovietézova reakce (PCR)

Metodou PCR je mozno ziskat velké mnoZstvi kopiitého useku molekuly
DNA pomaoci primei.

Celkovy objem reatni snesi pro kazdou PCR byl 2%l (Tab. 2). Byly
provedeny d¥ sady PCR suznymi sety primak, jedna pro pikaz g@itomnosti E.
bieneusi a druha proiaz Encephalitozoon spp.. Sasti kazdé sady PCR byla
pozitivni a negativni kontrola. Jako pozitivni kané byla pouzita DNA vyizolovana z
kultury E. intestinalis a E. bienusi.

Tab.2:Reakéni smeés pro PCR (pro 1 reakci)

Roztok Objem (ul)
Pufr 2,5
MgCl, 1,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
D'NTP3 0,5
Taq polymeraza 0,63
Templatova DNA 5
Cekem . |2 |

Tab.3:Primery pro Enterocytozoon bieneusi

Primery Sekvence

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 CAC ACC GCC CGTC (A, G) (C, T) TA]
MSP-4B (26-mer) CCA AGC TTATGC TTA AGT CCA GGG AG AG

=
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Tab.4: Primery pro Encephalitozoon spp.

Primery Sekvence

Primarni PCR

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) | GGAATT CACACCGCCCGTC(A,G) (C, T) TAT
MSP-4A (27-mer) CCA AGC TTATGC TTAAGT (C, T) (A, C)A A(A, G) G GG

Amplifika¢ni program na termocykleru (Little Genius, BIOERyr.07) pro primery
MSP:

1. Pa@ateni denaturace 95 °C, 3 min.

2. Denaturaceip94 °C, 45 s.

3. Nasedani primérpri 55 °C, 45 s.

4. Syntéza novéhietzce i 72 °C, 1 min.

5. Dosyntetizovani novéhetzce (i 72 °C, 10 min.

Celkem probhlo 40 cykh.
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Obr.7 :Termocykler (Little Genius,BIOER)

3.3.2.3 Gelova elektroforéza (ELFO)

Pti gelové elektroforéze dochéazi k r@ékehi DNA fragmeni v agar6zovém gelu
podle molekulovych hmotnostiupobenim elektrického pole. Touto metodou byla
ovéiena délka DNA fragmet
Pouzité roztoky:

1. 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledovéédiny octové; 100 ml 0,5

M EDTA)

2. Agar6za

3. Ethidium bromid

4. 100 bp DNA ladder

Pracovni postup:
1. Agarozu s TAE pufrem rozéft v mikrovinné troué.
Ochladit pod tekouci vodou.
Pripipetovat 1 pl Erbe, aby vysledna koncentrace Bysaug/ml.
Dobre promichat a nalit daipravené variky s drzdkem aiebenem.

a > 0N

Gel nechat ztuhnoufiplizné 5 - 10 minut.
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6. Gel vlozit do elektroforetické vany tak, aby stakiyly vlevo u zaporné
elektrody.

7. Do jamek napipetovat 2fl produktu PCR aip napsti 70 V nechat vyvijet
potrebnou dobu pro vytweni fragment DNA.

8. Rozdlené fragmenty vizualizovat pod UV transiluminatorgxi vinové
délce 302 nm.

Fragmenty DNA byly zaslany na sekvenaci do Labdeatgenomiky BC AVWR.
Fylogeneticka analyza byla provedena v Biologickéantru AV CR v Ceskych

Budgjovicich.

[ s SR

Obr.8 :Vana na elektroforézu

3.3.2.4 Extrakce z gelu (MinElute Gel Extraction KiProtokol)
Pracovni postup:
1. Vyiiznout fragment DNA z gelwistym skalpelem. Dat dofipravené
eppendorfky, prazdnou eppendorfkiegem zvazit.
2. zvézit eppendorfku s fragmentem geluigipetovat 3 objemy QG pufru.
Inkubovat 10 minut 50 °C, kontrolovat rozpou&ti, michat kazdé 2 — 3
minuty kthem rozpougni.

3. Po rozpudini musi byt v eppendorfce Zluty roztok.
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Pripipetovat 1 objem isopropanolu do eppendorfky.

Prepipetovat vesSkery objem na kolonu a centrifugdvatinutu @i max. g.
Vylit odpad ze sérné zkumavky a af ji pouzit s kolonou.

Pripipetovat 500 pl QG pufru a centrifuguj 1 minutiimpax. g.

Vylit odpad ze sérné zkumavky a aft ji pouZzit s kolonou.

© © N o 0 b

Promyt gipipetovanim 750 ul PE pufru na kolonu, inkubovat®minut i
lab. teplot a centrifugovat 1 minutufpmax. g.

10. Vylit odpad ze skrné zkumavky, centrifugovat 1 minutii pnax. g.
11.Kolonu dat do 1,5 ml eppendorfky a provést elwpipetovanim 30 ul EB
pufru.

13. Inkubovat 1 minutu a poté centrifugovat 1 minpii max. g.
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4. Vysledky

4.1 Mikroskopické vyséeni stolice

4.1.1 Vysledky vyS&ni stolice koncentréni sedimenténi metodou (M.1.F.C.)

Metodou M.L.F.C. nebyla prokazantitpmnost Zzadneho parazita.

4.1.2 Vysledky vySg&ni stolice barvenim dle Mikka a Vitovce
Barvenim dle Milédka a Vitovce nebyla prokazanafitpmnost oocyst

kryptosporidii.

4.1.3 Vysledky vyS&ni stolice barvenim Calcofluor
Vysledky vySeteni stolice barvenim Calcofluor znagoje tabulka (Tab.5).

Tab.5 :Vysledky vySeteni stolice barvenim Calcofluor

Cislo vzorkull Hodnoceni| Cislo vzorku| Hodnoceni|

- 11 -

- 12 -
- 13 -
- 14 -
15 -
- 16 -
- 17 +
- 18 -
- 19 -
20 -

©O©| O N| O O &~ W N|
1

[EEN
o
1

Tento nalez vSak nebyl potvrzen metodou PCR. Neslyth pravdpodobr
zpisobena za#mou mikrosporidii za kvasinky nebo jindestni parazity, ktd pod UV

swtlem fluoreskuji totoz&
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4.1.4 Nalezy mikrosporidii metodou PCR

Pomoci PCR bylo vysitno vSech 20 vzoikstolice. Z celkového mnoZzstvi byly
3 fragmenty DNA zaslany na sekvenaci do Labdmtgenomiky BC AWR.
Fylogeneticad analyza byla provedena v Biologickéentw AV CR v Ceskych

Budgjovicich .

ll.iimlwu -~

e

Obr. 9:Vysledek gelové elektroforézyEnterocytozoon bienusi

LILLLLL "~

Obr. 10:Vysledek gelové elektroforézyEncephalitozoorspp.)
4.1.5 Vyhodnoceni vysledksekvenace a fylogenetické analyzy

Sekvenace a fylogenetickd analyza (neprémédautorkou) potvrdila ffitomnost

rodu Encephalitozoonledna se konkrétro E. cuniculigenotyp I.
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4.1.6 Vysledky vyS&ni sledovaného souboru jednotlivymi metodami

V Tab. 6 jsou znazo#ny vysledky vySdéeni vSech metod, které byly pouZzityi p

vySeteni sledovaného souboru.

Tab. 6:Vysledky vySéeni sledovaného souboru jednotlivymi metodami

Vzorek Vzhled M.I.LF.C. Milacek- Calcofluor Molekularni
stolice Vitovec vySeteni
1 Pevna - - - -
2 Pevna - - - -
3 Pevna - - - -
4 Pevna - - - -
5 Pevna - - - -
6 Pevna - - - -
7 Pevna - - - +
8 Pevna - - - -
9 Pevna - - - -
10 Pevna - - - -
11 Pevna - - - -
12 Pevna - - - -
13 Pevna - - - -
14 Pevna - - - -
15 Pevna - - - -
16 Pevna - - - -
17 Mékka - - + -
Nepotvrzeno
18 Pevna - - - -
19 Pevna - - - -
20 Pevna - - - -
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5. Diskuze

Zneuzivani alkoholu ma n#ipnivé &inky na nas imunitni systém. Nadma
konzumace alkoholu Zgobuje nachylnost kékterym infekénim a bakteridlnim
onemocgnim. Tyto infekce maji tendenci byt kontinualni soy ¢asto spojovany s
vysokou mirou umrtnosti. Alkohol #Agobuje snizeni humoralni a &iné imunitni
odpowdi, a tim vazy omezuje obranyschopnost organismitivinfek¢nim agens
(Pavia et al., 2004). Pr&humoralni a buttna imunitni odpo¥d” hraje roli v obrag
proti oportunnim paraZim (HokejSi, 2005).

Oportunni parazité #fgobuji zavazné onemaoar u imunodeficitnich pacieit
(Sepkowitz, 2002).

Prikaz oportunnich paragiu alkoholiki neni #ili$ ¢asty.Castji se diagnostika
provadi u transpalnovanych pacignmunosuprimovanych a AIDS/HIV paciént

Metodou gimého ptikazu nebyla prokadzanafimmnost vyvojovych stadii
prvoki ani oocyst kryptosporidii. Negativni vysledeictito mikroskopickych metod
muze souviset simunitnim stavem alkohélikAlkoholici jsou daleko nachyéijsi
k infekcim, avSak imunitni systém sledovaného sawhwebyl natolik poSkozen a
vnimavy k infekci oportunnimi parazity. Kryptospdioza se dalek@astji vyskytuje
ve spojeni s AIDS (Denf et al., 2003). VIndonédiyla kryptosporididoza
diagnostikovana u 4,9 % HIV / AIDS pacién{Kurniawan et al.,2009). iive byla
diagnostikovana kryptosporidiéza az u 60 % AIDSigaid (Fleming, 1990). Toto
vypovida o zlepsSujici setiinku treapie HIV/ AIDS HAART. K penosu kryptosporidii
dochéazi alimentarni cestou. Rizikaeposu kontaminovanou vodou je zavaznym
globalni problém (Carey, 2004). V Nizozemsku bylonabstvi oocyst rodu
Cryptosporidium které bylo vylodeno ¢istirnou vod 85 % (Medema, 2001). Cely
sledovany soubor pobyva v dobrych hygienickych piodldch, riziko nakazy
kontaminovanou potravou nebo vodou je malé. Padrsyichiatrické léebnyCerveny
Dviir jsou navic pravidethkontrolovani praktickym lékam.

Pritomnost mikrosporidii byla prokazéana u 1 vzorkeni nalez vSak nebyl
potvrzen metodou PCR. Neshoda byla p&pedobr zpisobena zagmou
mikrosporidii za kvasinky nebo jinétevni parazity, k¢ pod UV s¥tlem fluoreskuji

totozre. VysSeteni barvenim Calcofluor se ukazalo jako malo spe@fa citlivé pro
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prikaz mikrosporidii. Daleko &tSi specifitu poskytuje PCR. Citlivost PCR umoje
enzymatickou amplifikaci genu z nepatrného mnozZstuikleovych kyselin a
omezeného mnozstvi  materidlu (Gasser, 1999). PQ@mziwje druhovou a
genotypovou identifikaci mikrosporidii (Kock et 4997).

Po provedeni metody PCR a ELFO byly vzorky zaslava sekvenaci a
fylogenetickou analyzu. Sekvenace a fylogenetickalyga prokazaly iftomnost
mikrosporidii ve vzorku. Jednalo seEmcephalitozoortuniculi genotyp I.E. cuniculi
byl prokdzan u 1 (5 %) z celkového mnozstvi padient

V praci Kuterové-PospiSilové by. cuniculidetekovan u 16 % alkohotfiku 7
% byl prokazanEncephalitozoon hellenfKucerova-PospiSilova et Ditrich, 1998)
K prikazu vSak pouzila serologické metody ELISA a Waestblotting. ELISA je
nejuzivarjsi metodou ke stanoveni protilatek IgG, senzaiviaboratornich kit
dosahuje 90 — 100 %, avSak variabilni specifit&/e— 96 % (Zima et al., 2002).
Metoda Western blotiing je metoda zaloZena na edékietickém dleni proteiri a
jejich reakci s protilatkou (Zima et al., 2002). \éeovnani s PCR je paba vice
materialu, pro Western blotting jeéeba 1 ng. PCR je vysoce citlivou metodou
(Bergendahl et al., 2003), u které dokadZzeme prdacwanozstvim pikondl az attomai
(108 mol.) (Zima, 2002). Metoda ELISA itie mit a? 1000x niz&i senzitivitu ne? PCR
(Adlet et al., 2003). Vfipadt serologického vyS&tni musime brat v potaz klinicky
stav pacienta a vysledky ostatnich viget (Zima, 2002). Pozitivita protilatek prdii
hellemaE. cuniculiv séru alkoholik mize znamenat jiz préblou nakazu parazitem
za stalé fitomnosti protilatek, nebo skrytou ndkazu bé&zmaki. Na rozdil od metody
PCR, ktera ndm potvrdila aktualniifpmnostE. cuniculive stolici pacienta, by se dalo
hovait o mikrosporidioze.

Mikrosporidie jsou patogenem jak ptlmveka tak i pro zviata.Encephalitozoon
cuniculi genotyp |, ktery byl v naSentipadt detekovan u jednoho pacienta w&w 45
let se nejastji vyskytuje u kraliki, psi a Selem. Ozrije se jako zoonoticky parazit
(Deplazes et al. 1996). Prvni nalezcuniculiu ¢lovéka byl v roce 1984 u dvouletého
ditéte s neurologickymi poruchami ve Svédsku (Hollistet Cannig, 1987).
Encephalitozoon cuniculgenotyp | byl také detekovan u paciengeriatrického

zaizeni. Pozitivita byla prokdzana u 2 paciert celkovych 5 pozitivnich na
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mikrosporidie Cerna, 2010)Encephalitozoon cuniculi byl také izolovan u 6 AIDS
pacienti ve Svycarsku (Rossi et al., 1998fncephalitozoonbyl téZ detekova
v souvislosti s idiopatickou CD4+ T-lymfopenie apekraiilém stadiu lidské
imunodeficience (Kodjikian et al, 2005). Z imunadidkgho hlediska je nejlépe
prostudovanym druher&. cuniculi (Salat et Braunfuchsova, 200Bncephalitozoon
cuniculi zpisobuje nasledujici onemagn, hepatitidu, za#t pokiiSnice, zast ledvin,
encefalitidu, urethritis, zai vedlejSich nosnich dutin, keratokonjunktivitiadystitidu a
prajem (Weiss et Schwartz, 1993).

Enterocytozoon bieneuge nefastjSim pivodcem lidské mikrosporidiozy.
Enterocytozoon bieneuge ¢astym gastrointestinalnim parazitem u AIDS padient
(Velasquez et al., 1999). V Portugalsku dosahl yiy&k bieneusiu HIV pozitivnich
pacienti 29 %. Pacienti trdi prijmem a gastrointestinalnim onemenmm (Filip et al.,
2001). Ve Spa#isku, na Kanarskych ostrovech na Tenerife bylo tfgé® 156 vzork
stolice zejména imunokompromitovanych jedinE. bineusibyl prokazan u 18 (11,54
%) z 156 vzork stolice (Acosta et al., 2008). U jedinpo alogenni transplantaci byla
celkova prevalence mikrosporidii 7,4 % (£&pva, 2010). Htomnost mikrosporidii
z celkovou prevalenci 11 % byla prokazana u patiedriatrického zédzeni, z 5
vzorki byly 3 pozitivni naE. bieneusiCernéa, 2010). V roce 2008 byly mikrosporidie
detekovany s prevalenci 100 % u drogaévislych, konkrété druh E. bieneusi
(Bucharova, 2008). Porovnani vyslédkvy Bucharové s mymi (drogéwavisli jsou z
hlediska rizika oportunnich infekci podobni alkakdim) a s vysledky vySe citovanych
studii dovoluje pedpokladat, Ze vifpadt drogow zavislych se na vysoké prevalenci
podilel vice penos infekce v Uzkém kolektivu, neZigmdné poSkozeni imunitniho
systému drogami.

Zvysledki a rozsahu sledovaného souboru nelze hodnotit zgskyw
mikrosporidii u pacierit zavislych na alkoholu souviseji s jeho konzumaak jiz bylo
zmireéno, protilatky protiE. cuniculibyly diagnostikovany u 16 % alkoholikpomoci
serologickych metod (Kierova-PospiSilova et Ditrich, 1998). Serologickym
vySetenim nelze rozliSit, zda byli pacienti v aktualnstadiu nakazy, nebo Slo o
piitomnost protilatek po préthné nakaze mikrosporidiemi. Dle ziskanych inforimac

sledovaném souboru nikdo netrgrijmovym onemocénim, které je velmicasto
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piitomno u mikrosporidiovych nakaz (Didier, 2004fi Rovoru s oSétijicim lekaem
v Psychiatrické l&ebrt Cerveny Dwir bylo zjis&no, Ze pacienti jsou bezétgich
zdravotnich probléf Pacienti z terénu pobyvaji v dobrych hygienickypdudminkéch.
P¥itomnostE. cuniculi u jednoho z nich mohla souviset s alkoholismemondbsio
k pfenosu ze zvéte.

Pro potvrzeni, zda je vyskyt oportunnich pafazitalkoholiki vysSi,je teba
ovétit hypotézu na rozsahlejSim souboru padiediavrzeni nebo potvrzeni hypotéz je
proto velmi obtizné. Pacienti mohli mikrosporididztrpst v praibéhu akutniho stadia
alkoholismu, kdy je imunitni systém zatizen. Rtada nakaza by se dala prokazat
serologickymi metodami.
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6. Zawry

VySeteni vzorki stolice molekularni metodou PCR prokazalo
piitomnost mikrosporidii u 1 pacienta (5 %).

Nalez byl identifikovan jako druBncephalitozoon cunicugjenotyp I.
Vyskyt mikrosporidii u alkoholix se neliSil vyrazé od vyskytu u jinych
skupin pacienit v riziku, s vyjimkou uZzivatei drog.

Nizka prevalence u éthto pacient mize byt dana dobrymi
hygienickymi podminkami.

Ve srovnani s pikazem mikrosporidii u alkoholik serologickou
metodou byl vyskyt nizSi. Vyskyt oportunnich patéai alkoholiki je
tieba intenziva studovat. Rikaz by bylo vhod#si provadt u pacient

v akutnim stadiu alkoholismu.
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