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Lidske sttevni mikrosporidie

Prof. RNDr.Jiii Vavra, DrSc., RNDr. Oleg Ditrich, CSc.

Parazitologicky vistav AV CR, Ceské Budéjovice
a Katedra parazitologie Biologické fakulty Jihoceské univerzity, Ceské Budéjovice.

Co jsou mikrosporidie?

Mikrosporidie jsou obligatni, vnitrobunécni parazité¢ zivocichli, vCetné cloveéka. Lze je
povazovat za jedny z nejdokonaleji adaptovanych organizmil pro vnitrobunéény parazitizmus,
jak o tom svédci jejich zZivotni cyklus (mimo odolné spory jsou vSechna stadia zivotniho cyklu
intraceluldrni), infekéni mechanismus (spora funguje jako injektor infekéniho zarodku) a
vlastnosti molekuldrné biologické a biochemické (redukce genomu, ptitomnost transportert
umoziujicich ziskavani zivin z hostitelské buiiky).

Mikrosporidie dnes. Mikrosporidie byly doneddvna povazovany za samostatny kmen
prvokt (Protozoa), dnes vime, Ze to jsou protisté¢ (= jednobunééné pravym bunéénym jadrem
vybavené organizmy) odvozeni od fiSe hub (Fungi), nebo houbam blizce ptibuzni. Od jakych
houbovych organizmti jsou mikrosporidie odvozeny vsak neni znamo.

Lidské mikrosporidie. Mikrosporidii bylo dosud popsano asi 1200 druhti, fazenych do
vice nez stovky morfologicky charakterizovanych druhti. Téziste jejich vyskytu je u hmyzu a
koryst, ale vyskytuji se prakticky ve vSech Zivocisnych kmenech. Spektrum mikrosporidii
parazitujicich u ¢lovéka je velmi omezené: Clovek sdili ¢ast mikrosporidii s ostatnimi savci
(rody Encephalitozoon, Enterocytozoon), ¢ast lidskych mikrosporidiéz je pisobena
mikrosporidiemi-oportunisty z ndhodnych nédkaz, které jsou vétSinou inaparentni
(imunokompetentni jedinci), nebo patentni (imunodeficientni jedinci)(rody Brachiola,
Trachipleistophora, Pleistophora aj.).

Lidské stFevni mikrosporidie. V lidském stievnim traktu se mize vyskytnout fada
mikrosporidii, jednak téch, které tam pravidelné parazituji, jednak nahodné pochazejicich z
kontaminované potravy, nebo téch, jez jsou dusledkem systémové infekce mikrosporidiemi,
které se typicky ve stfevnim traktu nevyskytuji. Pravidelnymi obyvateli stievniho traktu jsou
jen 2 mikrosporidie: Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis.

Enterocytozoon bieneusi (druhové jméno je genitiv od jména Bieneux, obyvatele Haiti,
ze kterého byla mikrosporidie poprvé izolovana) je parazitem enterocyti duodena, jejuna,
vzacné epitelu zlucovych cest (a Uplné vzacné epitelu dychacich cest ¢i dalSich tkani pfi
systémové infekci). Enterocytozoon je mikrosporidie velmi charakteristickd a dobie
rozeznatelnd v biopsiich zpracovanych pro pozorovani v elektronovém mikroskopu. Jeji
vyvojova stadia jsou typicky umisténa tésn¢ nad jadrem enterocytu. Jsou to nejprve
jednojaderné utvary, rychle dospivajici v mnohojadernd kulovita plasmodia, ve kterych se
velmi brzy objevuje material budoucich organel spory v podobé denznich trubicovitych
agregati. Mnohojaderné plasmodium se nakonec rozpadne na velké mnozstvi spor (mozna az
kolem 60ti), které maji charakteristickou ultrastrukturalni stavbu: polové vlakno tvoii 6 zavitt
umisténych ve dvou paralelnich trojicich. Spory jsou velmi drobné (1.6 x 1.0 pm),
tenkosténné. To, Ze Enterocytozoon tvori budouci organely spory jiz béhem ¢asného vyvoje
plasmodia, je evidentné déno selekénim tlakem. Infikované enterocyty jsou totiz rychle
vylu¢ovany do stfevniho obsahu (3-4 dny?). Tam se spory uvolni a ihned injikuji zarodky
mikrosporidie do dalsich bun¢k stievniho epitelu.



Encephalitozoon intestinalis (pivodné popsan pod rodovym jménem Septata) infikuje
rovnéz enterocyty, ale také makrofagy lamina propria, fibroblasty a buiiky endotelu lamina
propria. Mize diseminovat do fady dalSich tkdni i mimo zazivaci trakt ¢i zpusobit infekce
syst¢émové. V bioptickém materidlu pozorovaném v elektronovém mikroskopu je tato
mikrosporidie opét relativné lehce rozeznatelna. Spora je velka asi 2.2 x 1.2 pum, ma 5-7
zavitd polového vldkna v jedné fadé. Vyvojova stadia lezi v bunice ve velké vakuole,
nedokonale rozdélené nedokonalymi fibrilarnimi septy (viz ptvodni rodové jméno) na
nepravidelné komilrky v nichz lezi jednotliva vyvojova stadia a spory. Pies schopnost tvofit
septa v rastové vakuole, je tato mikrosporidie velmi pfibuzna (jak dokazuje molekularni
biologie) ostatnim dvéma druhlim mikrosporidii, které infikuji cloveka: Encephalitozoon
cuniculi a E. hellem. Ty sice maji jinou typickou tkanovou specificitu, ale rovnéz se mohou
objevit ve tkanich (napadaji hlavné makrofagy) zazivaciho traktu. OdliSeni vSech tfech druht
1. Encephalitozoon je mozné pouze elektronovou mikroskopii (odlisi E. intestinalis od E.
cuniculi a E. hellem), nebo molekuldrné biologicky ¢i pomoci monoklonélnich protilatek.

Zpiisob infekce.

Nékaza obéma jmenovanymi stfevnimi mikrosporidiemi je kontaminativni. Obé&
mikrosporidie se mimo lidi vyskytuji i v fad¢ sav¢ich hostiteli. Pfitomnost spor ve vodé lze
dokézat pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR). Jsou tedy stfevni mikrosporididozy
pusobené Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis zoonosy? Na tuto otdzku
neni mozné jednoznacné odpovédét. E. bieneusi se vyskytuje v fad¢ genotypll v Sirokém
hostitelském spektru (€lovek, hoveézi dobytek, prase, kocka, fada divokych zvifat). Zvlasté
praseci genotypy jsou blizké lidskym (96-99% podobnost) a tak mezidruhovy ptfenos neni
vylouden. Ze je mozny, dokazuje Gsp&$ny prenos lidského izolatu Enterocytozoon na prase.
Encephalitozoon intestinalis se zatim vyskytuje v jediném genotypu, ktery mimo ¢loveéka byl
nalezen u domécich zvitat: oslii, psi, prasat a koz. Je tedy pravdépodobné, ze ¢lovek a jeho
domadci zvitata si mohou tuto mikrosporidii vyménovat. Doklada to ptipad africkych goril,
které jsou v mistech, kterd sdileji s clovékem E. intestinalis nakazeny.

Diagnostika.

Ob¢ mikrosporidie lze v klinickém materidlu (stolice, tkanové biopsie, post mortem
histologicky material) diagnostikovat tfadou metod, jejichz vybér zédlezi na vybaveni
laboratofe a zkuSenostech persondlu. Zakladem molekularnich metod je amplifikace
prislusného useku DNA pomoci vice nebo méné specifickych primeri, ndsledovana vétSinou
restrikéni analyzou, umoznujici genotypizaci. Restrikéni analyza je stale Castéji nahrazovana
sekvenaci prislusné casti DNA. Citlivost se udava asi 3-100 spor na 0.1g materidlu ze stolice.
Transmisni elektronova mikroskopie ma samoziejmé¢ mensi zachytnost, ale umoziuje nejen
piesné urceni patogena, ale 1 urCeni relativni Cetnosti vyskytu ve tkanovém vzorku. Treti
metodou vybéru je imunodiagnostika, hlavné nepfimd imunofluorescence pouzivajici
polyklonalni rodové specifické, ¢i monoklonalni, druhové specifické protilatky (v ptipadé
diagnostiky rodu Encephalitozoon a potieby odlisit E. intestinalis od E. cuniculi a E. hellem).
Prakticky v kazdé laboratofi 1ze pak pouzit dal$i dvé metody: barveni spor histologickymi
barvivy a znaceni spor latkami ud€lujicimi chitinové vrstvé ve sporovém obalu fluorescenci.
Ob¢ metody za predpokladu pouziti zkuSenym laboratornim persondlem a odectu preparatu
imersnim objektivem davaji vysledky jen o malo méné citlivé neZ metoda PCR. K barveni
natéru ze stolice, ¢i tkanovych roztéri se v podstaté¢ pouzivaji tyto metody: "Webertv
modifikovany Trichrom" a jeho rizné modifikace, Gramova metoda (spory mikrosporidii jsou
Gram+), Loefflerova alkalickd methylenovda modf, "Quick-Hot Gram-Chromotrope" a
kombinované barveni Trichromem a methylenovou modfi. Velmi technicky snadné je
fluorescencni oznaceni spor roztokem optického zjasnovace Calcofluor nebo Uvitex (podobny
je Fungafluor pro mykologickou diagnostiku). Tyto zjasfiovace se vazi na chitin ve sporovém



obalu (ale také na celulosu ve stfevnim obsahu). Metoda je nenaro¢na, rychld a zkusenému
diagnostikovi umozni orientani diagnosu b&hem nékolika minut. Je vSak bezpodminecné
nutné mit s fluorescencni detekci zkusenosti, zvlasté to plati o diagnostice Enterocytozoon,
kde spory maji velikost bakterii. Optické zjasiiova¢e umoznuji spolehlivé odliSeni kvasinek,
které nemaji v bunééné sténé chitin (ten je pouze v jizvach po puceni).

Patologie.

Ob¢ jmenované stievni mikrosporidie se vyskytuji pfevazné u imunokompromitovanych
jedinct. V ptipad¢ infekce virem HIV je to ve stadiu klinického AIDS, kdy pocet CD4+ T
lymocytil klesa pod 200 mm’. Vyskyt mikrosporidii je obvykle doprovazen dlouhotrvajicim
prijmem, ale to nemusi byt pravidlem. Soucasné uspésné 1éceni HIV infekci, které zlepSuje
imunologicky status nemocnych vede k omezeni vyskytu mikrosporidiovych infekei. Stievni
mikrosporidie se ovSem vyskytuji i u imunokompetentnich lidi, ale zde bud unikaji
pozornosti, nebo jsou diagnostikovany jako piivodci prechodného prijmového onemocnéni,
na pf. u navratilcii z oblasti s nizkym hygienickym standardem.

Terapie.

Infekce Encephalitozoon intestinalis je mozno 1éCit albendazolem nebo jemu
podobnymi benzimidazolovymi preparaty. U¢innym mistem zasahu 1é¢iva je molekula beta-
tubulinu, kterd diky specifické konfiguraci (aminokyseliny glutamin v poloze 198 a
fenylalanin v poloze 200) je 1é¢ivem zasazena. Enterocytozoon je na albendazol malo citlivy, i
kdyz 1 tato mikrosporidie je l1é¢ivem zasazena, jak dokumentuji zmény v ultrastruktufe.
Perspektivnim Iékem enterocytozoonosy je fumagilin (antibiotikum z Aspergillus fumigatus,
pouzivané vcelatfi pro 1écbu vceli nosematosy), ktery je vSak relativné toxicky. Proto se
zkouseji jeho derivaty. Slibnym lé¢ivem je dle literarnich idajl nitazoxanid.

Kdy je na misté vySetifovat material na stfevni mikrosporidie? Pravdépodobnost
mikrosporidiové infekce je samoziejmé vEtsi u imunodeficitnich pacientd, a to nejen HIV
pozitivnich. Nezapominejme na piijemce transplantati, pacienty s vyoperovanou slezinou,
pacienty po chemoterapii, tézké alkoholiky apod. U téchto pacientli bychom k vySetfeni na
sttevni mikrosporidie méli piistoupit pii dlouhotrvajicich nekrvavych vodnatych prijmech,
které mohou byt spojeny s vyraznym ubytkem vahy popiipadé uplnou kachektizaci. U
imunokompetentnich pacienti je sice pravdépodobnost pozitivniho nalezu mnohem nizsi, ale
pfesto by méli byt na mikrosporidie vySetfeni pfi vodnatych prijmech, pii kterych nebyl
laboratorné potvrzen jiny puvodce (enteropatogenni bakterie, virus, prvok) nebo pii kterych
selhava obvykla terapie, napf. antibiotiky.

Jaky material vySetfovat? Pro diagnostiku stfevnich mikrosporidii je pochopitelné
zakladnim materidlem pro vySetfeni stolice. Pfi podezieni na disseminovanou infekci je
rozumné piidat moCovy sediment, sputum apod.

Jak vzorek uchovat? Odpoved na tuto otdzku neni jednoducha, zalezi na moznostech a
vybaveni laboratofe, na moznostech zaslat vzorek do specializované laboratofe ¢i na
perspektivé dalSiho vyuziti vzorku. V kazdém ptipadé€ je dobré pocitat s tim, ze by vysledek
mohl byt velmi zajimavy a pro jistotu ponechat vice materialu uchovaného riznymi zptisoby.
1.  Nefixovany vzorek uchovany v lednici: Spory mikrosporidii jsou velmi odolné a i ve

vzorku stolice vydrzi zivé po dlouhou dobu. Takto uschovany vzorek lze pouzit
k pokusu izolovat pivodce v bunétné kultufe, zhotovit z néj natéry nebo piipadné
fixovat pozd¢ji kteroukoliv metodou. Skladovani nefixovaného vzorku ma samoziejmé
své limity, pozd&j$i nalez mikrosporidiovych spor velmi ztizi zejména pomnoZzeni
houbovych organismt (kvasinky, ,,plisné). Proto je velmi zaddouci omezit dobu
skladovéani ¢i transportu nefixovaného vzorku na minimum poptipadé ptidat smés
antibiotik/antimykotik (napt. SIGMA) v koncentraci podle ptibalového letacku.



2. Koncentrace mikrosporidii v nefixovaném vzorku pomoci sedimentace: Jde o
alternativu pfedchoziho zpusobu, kterd zmensSuje vysledny objem pfi piipadném zasilédni
vzorku a Setii antibiotika/antimykotika, pokud je minime ptidat. Jde o modifikaci
mertiolat-formaldehydové koncentraéni metody (M.LF.C., viz dale), pti které je
zakladni roztok i Lugoltiv roztok nahrazen vodou .

3.  Fixace etanolem: Nejvhodnéjsi fixace pro izolaci DNA, naslednou amplifikaci ¢asti
genu a jejich sekvenovani. Spociva ve smiseni vzorku s alkoholom tak, aby vysledna
koncentrace byla blizka 70-80%.

4.  Fixace formaldehydem: Takika univerzalni fixace vhodna pro pozd¢jsi barveni nebo
pro naslednou koncentraci spor pro vySetfeni pomoci elektronového mikroskopu.
Izolace DNA ztakto fixovanych vzorki je krajn¢ obtiznd a kultivace plvodce
nemozna. Fixace spoc¢iva ve smiseni vzorku s roztokem formaldehydu (,,formalin®) tak,
aby vysledna koncentrace byla 4%. S vyhodou Ize formalin zaménit za zasobni roztok
M.LF.C.

Doporuceny postup pri vlastnim vySetfovani: Jako screening doporucujeme pouzit
vySetfeni barvenim optickymi zjasiiovaci, pomoci kterého mizeme vyloucit negativni vzorky.
Velmi vyhodné je pouzit pozitivni kontrolu (napf. uschované spory Encephalitozoon sp.
z kultury nebo star$i pozitivni vzorek) pro srovnani velikosti i odstinu fluorescence. Spory E.
bieneusi jsou snadno ptehlednutelné, je dobré si uvédomit, ze jsou jesté mensi nez
Encephalitozoon spp.

Vzorky, u nichZ screeningové vySetieni posililo podezieni na mikrosporidie je vhodné
vySetiit bud® pomoci pifimé imunofluorescence nebo pomoci kombinace alesponi dvou
barvicich metod (napf. Weberovo a Gramovo barveni). Monoklondlni 1 polyklonalni
protilatky s riznym stupném specificity si dosud diagnostické laboratote piipravuji samy;
brzy by mély byt dostupné komer¢né.

Je-li ptitomnost mikrosporidii prokézéana, zbyva determinovat druh ptivodce. Umozni to
pfedevS§im transmisni elektronova mikroskopie. U vzorkd ze stolice se osvédcila fixace
koncentrovaného sedimentu oxidem osmicelym a nésledné smiseni s tuhnoucim agarem.
S malymi kousky agaru se pak pfi zpracovani zachazi stejné, jako kdyz jde o kousky tkané.
Spory koncentrované sedimentaci se dosud pouzivaji i pro izolaci DNA a determinaci pomoci
molekularnich metod. Ty se velmi rychle zdokonaluji a v dohledné dob&é umozni snadnou a
rychlou ptimou diagnostiku mikrosporidii ve stolici, s vynechdnim piedchozich kroki.

Navody a pracovni postupy:

Koncentrace nativnich spor sedimentaci:
Pfiblizné 1 ml stolice zfedit v 6 ml vody, slit pfes gdzu (odstranéni hrubSich castic,
pridat 6 ml dietyléteru, zazatkovat, dikladné protfepat a centrifugovat 2 min pii 1 500
otaCkach za minutu. Uvolnit prstenec na rozhrani éter — voda a supernatant slit.
Sediment mozno pouzit ke kultivaci, k izolaci DNA nebo po nafixovani na sklicko
k barveni.

Koncentrace fixovanych spor sedimentaci (= zjednoduSena metoda M.LF.C.):
Totéz jako ptedchozi, misto vody pouzit 5 ml zasobniho roztoku M.LLF. a 1 ml
Lugolova roztoku.
Zasobni roztok M.LF.:
500 ml vody, 50 ml formalinu (= 40% roztok formaldehydu), 400 ml 0.1% roztoku
mertiolatu sodného (=0.4 g/ 400 ml 96% ethanolu), 10 ml glycerolu
Lugolitv roztok: 1g krystalického jodu, 2 g jodidu draselného (KJ), 100 ml vody



Barveni optickymi zjasnovaci:
Tenky natér stolice fixovat methanolem (2 min. — do zaschnuti). Pfevrstvit 0.1%
roztokem projasiovace (Calcofluor, Uvitex, Fungafluor) a 0.1% roztokem Evansovy
modie. Po 10 min. oplachnout a prohlizet fluorescenénim mikroskopem (excitacni filtr
400 — 500 nm, bariérovy filtr 510 — 530 nm). Spory (ale i jiny materidl obsahujici chitin
¢i celulosu!) zafi jasn€ modrobile.

Barveni Weberovym modifikovanym trichromem:
Tenky natér stolice fixovat 5 min. v methanolu. Barvit 90 min v roztoku chromotropu.
Kratce oplachnout v kyselém alkoholu, v 96% alkoholu a odvodnit. Lze prohlizet piimo
1 montovat do trvalého preparatu.. Spory mikrosporidii zbarveny jasné cervené.
Modifikovany roztok chromotropu:
6 g Chromotrope 2R, 0.15 g Fast green, 0.7 g kyselina fosfowolframova. Reagencie
rozmichat v 3 ml ledové kyseliny octové a po 30 min. ziedit 100 ml destilované vody.



Dientamoeba fragilis — opomijeny patogen lidského stieva

RNDr. Eva Nohynkova, PhD.
Oddeélent tropické mediciny FN Na Bulovce a 1.LF UK v Praze

Dientamoeba fragilis je patogenni trichomonada, ktera osidluje lumen tlustého stteva ¢lovéka.
O patogenité tohoto neobvyklého bicikovce existuje dostatek diikazi zejména v souvislosti
s opakovanymi piipady vymizeni klinickych obtizi u pacientti po odléCeni infekce D.fragilis
jako jediného mozného plivodce (Johnson et al 2004). I ptesto n¢kteii autofi pii vyctu parazith
gastrointestinalniho traktu stale dientaméby opomijeji a v fad¢ zemi neni tento patogen vibec
zahrnovan do diferencialné diagnostické rozvahy pii chronickych prijmech.

Cilem tohoto pfispévku je proto shrnout dostupné informace o biologii parazita
Dientamoeba fragilis a o klinice, diagnostice a epidemiologii jim pusobenych ndkaz, a tim
znovu upozornit na patogenitu tohoto organismu a povzbudit tak zdjem o néj jak ze strany
klinikd, tak ze strany diagnostikujicich laboratofi

Organismus. Dientamoeba fragilis, kterou v roce 1918 popsali Jeppsova a Dobell ze
stolice Sesti britskych valecnych veteranii a jednoho zdravého britského civilisty, byla
puvodné zafazena mezi stievni améby. Az podrobné srovnavaci morfologické studie
dientaméb péstovanych in vitro naznacily jejich ptibuznost k trichomonddam, jmenovité
k Histomonas meleagridis, sttevnimu parazitu driibeze patogennimu pro kruty (Dobell 1940).
Dobell odhalil zejména pfitomnost centrodesmodzy, fibrily spojujici jadra v buiice
dvojjadernych dientaméb, pozdéji identifikované jako extranuklearni mitotické vieténko
charakteristické pro trichomonady. Piibuznost dientaméb k trichomonadam poté prokazalo
studium ultrastruktury (Camp et al 1974) a nakonec potvrdily molekuldrné fylogenetické
studie zaloZené na kompletni sekvenci genu pro malou podjednotku rRNA (Silberman et al
1996). Dientaméby lze proto povazovat za trichomonady neobvyklé tim, Ze nemaji biciky.

Neobvyklost dientaméb vsak spociva i v tom, ze ackoliv jsou — jako jini stievni prvoci —
vylucovany se stolici do wvné&jSiho prostfedi, netvoii odolnd stadia — cysty. Jedinym
vyvojovym stadiem dientaméb jsou malo odolné trofozoity, které na vzduchu rychle hynou.
Je proto nasnadé¢, ze zplisob prenosu dientaméb se musi od ostatnich stfevnich prvoki ¢loveka
lisit.

Kulovité trofozoity zpravidla méfi 7-12 um, jejich velikost vSak muize byt velmi
variabilni (3,5-22 um). Jsou bud’ jednojaderné, pievazuji ale (60—80%) dvojjaderné formy,
které jsou vysledkem protrahované mitdzy (telofaze). Jadra jsou kulata a obsahuji ne€kolik
(obvykle 4-8) centraln¢ ulozenych chromatinovych granul, z nichz jedno byva vétsi nez
ostatni, periferni chromatin chybi. Buiika dientaméb ma velmi redukovanou stavbu, z niz vSak
je jasn¢ patrna ptibuznost k trichomondddm (parabaséalni aparat, extranukledrni mitotické
vieténko, microbodies obdané dvéma membranami odpovidajici hydrogenosomim), chybi
vSak mikrotubularni skeletdlni struktury (axostyl, pelta), kinetosomy ¢i jiny typ centriol.
Organizacni centra mikrotubulti mitotického vieténka jsou napojena na parabasalni fibrily.
Cytoplasma obsahuje glykogenova zrna a mnozstvi sekundarnich lysozémi. Mitochondrie
rovneZz chybi.



Klinicky obraz.

Symptomatické nakazy D.fragilis se vyskytuji u déti i u dospélych. Hlavnimi ptiznaky jsou
intermitentni prijem a bolest bificha, Casto spojené s nevolnosti, zvracenim, plynatosti a
schvacenosti. Prijem muize byt vodnaty az fidky, bez pifimési krve. Nadkaza ma obvykle
chronicky pribéh, akutni forma (popisovana jako akutni prijem, eosinofilni kolitida nebo
akutni apendicitida) je mnohem vzacngj$i. Chronickd nakaza byva doprovazena periferni
eosinofilii, kterd je vyrazné Castéj$i u déti nez u dospélych. Pti symptomatickych ndkazach
déti se pohybuje mezi 30-50 %. Jeji pfi¢ina objasnénd neni. D.fragilis vyvolava prijmy
rovnéz u pacientd s AIDS, u kterych je nakaza spojovana i s dalsimi klinickymi projevy
(pruritus, kolitida, alergicka kolitida). Ackoliv prevalence nakazy u HIV pozitivnich osob je
ve srovnani s HIV negativnimi vyssi, pribéh ndkazy u imunodeficitnich pacientd se nezda byt
teZs1.

Patologie.

Informace o patologickych projevech nakazy jsou pomérné vzacné a Casto i protichidné.
Opiraji se o histopatologick¢ nalezy v odoperovanych apendixech a o vysledky
sigmoidoskopie u pacientll s prokdzanou ndkazou. Protichiidné jsou zejména ndlezy
v apendixech. Zatimco ve starSich studiich jsou popisovany zmény ve sténé apendixu véetné
fibrozy v pojivové tkani submukoézy, které jsou spojovany s iritaci stény a zanétovymi
zménami pfi chronické piitomnosti dientaméb v lumen, v rozsahlé studii z Ceské republiky
Cerva et al (1991) 7adné histopatologické zmény v apendixech za pfitomnosti dientaméb
nezaznamenali. Naopak zanétové zmény na sliznici rekta a sigmoidea jsou u pacientl
infikovanych dientamébami popisovany relativné Casto, obvykle s obrazem mirné chronické
proktitidy (Oeckert 1990).

Diagnostika.

Nékaza D.fragilis by méla byt diferencialn¢ diagnosticky zvazovéana u vSech pacientl trpicich
chronickou bolesti bficha, prijmy, plynatosti, nadymanim a neobjasnénou periferni
eosinofilii. Pfedev§im zplsob odbéru materidlu a jeho doprava do laboratofe ale v fadé
piipadil zachyt dientaméb piredem vylucuji.

Laboratorni diagnostika.

Mikroskopicky a Kkultivaéni priikaz. Detekce Dientamoeba fragilis zcela zavisi na odbéru
materialu, na pouzité vysetfovaci metodé a na poctu vysetfovanych stolic.

Dientaméby jsou velmi citlivé na pokles teploty (a diky pfedpoklddanému anaerobnimu
metabolismu pravdépodobné také na vzduSny kyslik): pfi pokojové teploté rychle ztraceji
zivotaschopnost, odumiraji, a tim se pravdépodobnost jejich zachytu rychle snizuje. Stolice
pro prikaz dientaméb proto musi byt vySetfena Cerstva co nejrychleji po defekaci (idedlni je
dnes jiz neprovadény odbér rektdlni rourkou), v zddném piipadé nesmi byt ulozena do
lednice.

V Cerstvé stolici lze dientaméby prokazat mikroskopicky (a) v nativnim preparatu a (b)
na vlhkém fixovaném roztéru barveném Heidenheinovym zelezitym hematoxylinem nebo
trichromem (GOmori), a kultivacné. Naopak pro zachyt jsou zcela nevhodné bézné uzivané
koncentracni metody (Faust): dientaméby netvotici cysty jsou v roztocich pouzivanych ke
koncentraci okamzité destruovany. V nativhim preparatu Ize jemné, Casto vakuolizované
kulovité trofozoity dientaméb identifikovat pomoci tupych az hranatych nepravidelné
vytvatenych panozek. Jadra se nebarvi Lugolovym roztokem. Na trvalych barvenych
preparatech je voditkem morfologie jadra a pfitomnost dvojjadernych bunék, jejichz jadra
mohou byt navzijem propojena tenkou fibrilou (extranuklearni mitotické vieténko,



centrodesmoza) barvitelnou jak hematoxylinem, tak trichromem. Pfitomnost spojovaci
»fibrily* je jednoznacnym prikazem D.fragilis. Kultivace je nejcitlivéjsi metodou zéachytu
(Windsor et al 2003) a méla by byt rutinni soucasti koprologického vysetieni pfi chronickém
prijmu. Zachyt in vitro je podminén Zivotaschopnosti dientaméb. Je proto vhodné Cerstvou
stolici pfed inokulaci do media nejprve inkubovat 10-20 minut pii 37 °C. K izolaci lze pouzit
dvoufazové medium podle Dobell a Laidlaw nebo komplexnéjsi Robinsonovo medium (Clark
a Diamond 2002), vzdy obohacené sterilni suspenzi ryzového skrobu.

Zachyt dientaméb se vyrazné zvySuje s poctem vySetienych vzorkll. Pfi vySetfeni
jednoho vzorku se pohybuje mezi 18-54 %, pii vysetieni tii vzorkl se zvysi az o 30 % (Hiatt)

PCR. Recentné¢ byly publikovany dv€ prace, zaméfené na PCR diagnostiku nakazy.
Pro ptimy prikaz DNA D.fragilis ze stolice metodou jednokrokové PCR byly navrzeny
primery DF1 (5'CTC ATA ATC TAC TTG GAA CCA ATT3") a DF4 (5'TTA TAG TTT
CTC TTA TTA GCC CC3’) (Peek et al 2004) resp. DF400 (5'TAT CGC AGG TGG TAA
TGA CC3") a DF1250 (5'CAT CTT CCT CCT GCT TAG ACG3") (Stark et al 2005), které
amplifikuji oblast 400—1250 resp. 100761 SSU rDNA D.fragilis. Jako vychozi material pro
extrakci DNA autofi doporu¢uji nefixovanou stolici uchovavanou bud’ zmrazenou (-20 °C,
1 tyden) nebo maximalné 48 hodin pii 4 °C. Ze stolice skladované delsi dobu nebo fixované
(SAF) se specifickou DNA prokazat nezdafilo.

Epidemiologie.

Nakazy D.fragilis jsou rozsifeny celosvétové s vyrazné vyssi prevalenci u déti nez u
dospélych a u Zen nez u muzl. Diky malé znalosti parazita a chybné provadéné laboratorni
diagnostice ale poCty nakazenych osob zdaleka neodpovidaji skute¢né prevalenci. Podle
nekterych studii jsou pocty osob infikovanych dientamébami srovnatelné s ndkazou giardiemi
nebo dokonce vyssi. Viceleté studie zaméfené na detekci stfevnich parazith udavaji 4-30 %.
U déti (6-9 let) je vyssi vyskyt spojen se Spatnou osobni hygienou pii vétSim nahlouceni déti,
u dospélych je Castéjsi vyskyt v hromadnych zafizenich zvl. pro mentalné postizené nebo
v uzavienych semikomundlnich skupinach. Je zajimavé, ze ndkazy stfevnimi prvoky, ktefi
tvofi cysty, se u déti koncentruji v jinych v€kovych skupinach (3-5 let). Rovnéz jsou vzacné
ko-infekce dientaméb s jinymi stievnimi prvoky, coz oboji mize svédcCit o specifickych
faktorech ptenosu D.fragilis.

Prenos.

Neni pochyb o tom, ze k pfenosu dientaméb dochazi alimentarni cestou, a to fekalné-oralnim
zpusobem. Piesto neni mechanismus prenosu zcela objasnén. Pomérné Casty vyskyt nékazy je
v ptikrém kontrastu k absenci tvorby odolnych cyst. Trofozoity dientaméb navic nevydrzi
zivotaschopné ani n€kolik hodin ve stolici uchovavané pti pokojové teploté, okamzité hynou
ve vod¢, hynou vroztocich simulujicich zaludecni Stavu a pokusy nakazit lidské
dobrovolniky a primaty trofozoity z in vitro kultur poddvanymi per os skoncily nezdarem.
Tudiz ptenos dientaméb vodou ¢i potravou kontaminovanou lidskymi vykaly nebo pifimy
fekaln€ oralni ptenos je vic nez nepravdépodobny.

Analogicky k prenosu blizce piibuzného patogena Histomonas meleagridis navrhl
Dobell jiz v roce 1940, ze by i k pfenosu dientaméb mohla slouzit vajicka n¢jakého helminta-
vektora. Tim hypotetickym vektorem se na zaklad¢ fady neptimych dikazi stal roup détsky
Enterobius vermicularis a jeho vajicka. I kdyz jednoznacny piimy dikaz stale chybi, jde, jak
vyplyva z fady neptimych diikazl, o vysoce pravdépodobny zpusob pienosu: prostiednictvim
vaji¢ek roupi vyloucenych osobou s prokdzanou infekei D.fragilis se dientamébami nakazil
lidsky dobrovolnik, ve vaji¢ach roupti byly ameboidni trofozoity pfipominajici dientaméby
prokéazany, histologicky byla prokazéna statisticky vyznamna ko-infekce apendixt roupy a
dientamébami.
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Izospordza a sarkocystdéza v humanni a veterindrni praxi

Prof. MVDr. Bretislav Koudela, CSc.
Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno

Parazitologicky vistav AV CR, Ceské Budéjovice

Izosporoéza

Isosporodza je parazitdrni onemocnéni, jehoz ptivodcem jsou kokcidie rodu Isospora. Kokcidie
patii do kmene Apicomplexa, jehoz zastupci jsou vesmes vnitrobunééni parazité. Jejich stadia
jsou vybavena tzv. apikdlnim komplexem, ktery jim umoziuje priinik do hostitelské buiiky.
Kokcidie jsou veterindrné vyznamni parazité fady hostitelll a patii mezi n¢ predevs§im zastupci
rodu Eimeria (ptivodci kokcidiozy drabeze, kralikt a prezvykavcl); mezi kokcidie patii také
kryptosporidie (ptivodci prijmovych onemocnéni zvifat i ¢loveéka) a ptivodce toxoplazmozy
vicehostitelska kokcidie Toxoplasma gondii.

Pro kokcidie je typicky vyvoj zahrnujici f4zi nepohlavniho mnoZeni (merogonii), po
které¢ nasleduje pohlavni faze vyvoje (gametogonie), jejiz vysledkem jsou oocysty, které
opoustéji hostitele. Ve vnéjSim prosttedi prodélavaji oocysty dalsi vyvoj, tzv. sporulaci, po
které jsou infek¢éni pro nového hostitele. Morfologie vysporulovanych oocyst je zakladnim
kriteriem zafazeni kokcidii do rodu. Rod Isospora je charakterizovan dvéma sporocystami
v oocysté¢ a v kazdé sporocysté jsou pritomni Ctyfi sporozoiti. U zastupct rodu Isospora, u
kterych jsou sporocysty vybaveny ,,zatkou“ (tzv. Stiedovym téliskem), probihéd cely vyvoj
v jednom specifickém hostiteli. U izospor, u kterych jsou sporocysty bez ,zatky*“ se
ptedpoklada, ze vedle vyvoje ve specifickém hostiteli, miize vyvoj zahrnovat i paratenického
hostitele. Vyvoj izospor v paratenickém hostiteli neprobihd a vyvojova stddia v podobé
sporozoitli v paratenickém hostiteli pouze prezivaji. Pokud specificky hostitel pozie
paratenického hostitele, vyvoj izospor probihd obdobné¢ jako pozieni infek¢énich oocyst.
Nékteti autofi doporucuji pro druhy, které vyuzivaji paratenické hostitele, rodové oznaceni
Cystoisospora nebo Levinia.

V soucasnosti je popsano kolem 400 druht rodu Isospora, pticemz vétSina z nich byla
popsana pouze na zakladé¢ morfologie oocyst bez znalosti vyvojového cyklu. Klinicka
onemocnéni zplsobend izosporami byla popsdna u clovéka a sajicich selat. Vzacnéji jsou
popisovany klinické izospordzy masozravcu.

Kokcidie rodu Isospora u lidi

U clovéka byly popsany tti druhy izospor: 1. natalensis, 1. chilensis a I. belli, pricemz pouze
posledni jmenovana je povazovéana za validni. Roz§ifeni druhu 1. belli je celosvétové, ale jeji
vyskyt je vice popisovan v subtropickych a tropickych oblastech a jako zemé s nejvyssi
prevalenci humanni izospordzy jsou uvadény Mexiko, Brazilie, Haiti, zem¢ rovnikové Afriky,
Stfedni Vychod a zemé jihovychodni Asie. V evropskych zemi jsou ojedinéle popisovany
autochtonni izosporézy a vétSina piipadl jsou importované infekce. Potvrzuji to také
vysledky sledovani humanni izosporézy v Ceské republice. Za poslednich 10 let byly u nas
popisovany 1 az 3 piipady izosporozy rocné a vzdy se jednalo o importované infekce.
Kokcidie /. belli zptisobuje u imunokompetentnich pacientd zdvazné onemocnéni, které
muze mit az fatalni prabeh. [zospordza probihd jako priijmové hore¢naté onemocnéni spojené

10



s dehydrataci a ubytkem hmotnosti. Izospor6za mlze mit také chronicky priubéh
s proménlivymi klinickymi pfiznaky a oocysty se mohou vyskytovat ve stolici po dobu
meésict az rokd. V literatufe je popsan piipad vyluCovani oocyst I. belli po dobu 10 let.
Experimentalni infekce dobrovolnik potvrdila klinicky pribéh izospordézy u spontdnné
infikovanych. Prijem a horeCky se objevily u dospélych dobrovolniki 8. den po pozieni
oocyst a prvni oocysty byly detekovany ve stolici dobrovolnikii za 10 dni a vylu€ovani oocyst
bylo pozorovano v priméru po dobu 38 dni. Klinicky pribéh izosporozy je zavaznéjsi u
détskych pacienti.

Prevalence izospordzy u imunodeficitnich pacientd je vyssi a 1. belli je zahrnovana mezi
pivodce oportunnich onemocnéni. Pocatkem 90. let minulého stoleti byla prevalence
izosporozy u AIDS pacientli v rozmezi 1 az 9 %, v soucasnosti je nizsi v dusledku cilené
chemoprofylaxe (trimethoprim-sulfamethoxazol). Diagnostika izospordzy je zalozena na
prikazu typickych oocyst ve stolici klasickymi koprologickymi flotacnimi metodami. Vyssi
citlivost je uvadéna pii vySetfovani natérd stolice metodami IFAT, pii vyuziti
autofluorescence oocyst v UV svétle a pii vyuziti molekularnich metod.

Izosporoza sajicich selat

Kokcidie Isospora suis je v souCasnosti povazovana za zavazného enteropatogena pro sajici
selata. Zplsobuje prijmové onemocnéni sajicich selat ve stafi 2 az 3 tydnl. Izospordza
sajicich selat je onemocnéni s vysokou morbiditou ptedevsim v chovech moderni technologii.
Moderni technologie s velkym poctem vnimavych zvifat na omezeném prostoru umoziuje
snadné S$ifeni onemocnéni a v nékterych chovech se prijmové onemocnéni zpiisobené
kokcidii 1. suis vyskytuje u vSech selat do odstavu. Mortalita izospordzy je nizka, ale
ekonomickd zavaznost izospordzy sajicich selat je vysoka. Na zéklad¢ experimentalnich
infekci bylo zjisténo, Ze hmotnost selat ve stafi 4 tydna (tj. v obdobi odstavu) je o 1,2 kg nizsi
nez u selat neinfikovanych. Diagnostika izospordzy selat je zaloZena na posouzeni charakteru
prijmového onemocnéni, prikazu oocyst /. suis v trusu selat a na patologickém nalezu.
[zosporoza sajicich selat je onemocnéni, kterému l1ze predchézet ditkkladnou asanaci prostredi
chovt prasat a individualni aplikaci antikokcidik selatim v prabéhu prvniho tydne staii.

Sarkocystéza

Kokcidie rodu Sarcocystis jsou vicehostitelSti protozoarni parazité, jejichz vyvoj zahrnuje
definitivniho hostitele a mezihostitele. V definitivnim hostiteli probihd vyvoj ve stfevé a v
mezihostiteli jsou vyvojova stadia lokalizovana ve formé cyst ve svalové tkani = sarkocysty.
Definitivni hostitel (masozravec, vSezravec) se nakazi pozfenim svaloviny se sarkocystami.
Sarkocysty byly poprvé pozorovany Miescherem v roce 1843 ve svaloviné mysi. V roce 1865
byly popsany podobné utvary ve svaloviné prasete jako ,,Miescherovy vacky*, které byly
pozdéji oznaCeny druhovym nazvem Sarcocystis miescheriana. Nasledovaly popisy
obdobnych tutvart ve svaloviné jinych hostitelt, ale stile nebylo jasné taxonomické zarazeni
sarkocyst a jejich biologie. Teprve v 70. letech minulého stoleti byl objasnén vyvojovy cyklus
sarkocyst a do soucasnosti bylo popsano n¢€kolik stovek druhli sarkocyst, pficemz u vétSiny
znich je také znam kompletni vyvojovy cyklus. Sarkocysty jsou hostitelsky specificti
parazité, a proto bylo navrzeno ndzvoslovi, pii kterém by druhové jméno sarkocyst ukazovalo
na mezihostitele a definitivniho hostitele. Tak naptiklad ndzev S. bovicanis byl navrhovan pro
druh, jehoz svalové cysty se nachéazeji ve svaloviné skotu a jsou infekéni pro psa. Tento
koncept se neosveédcil, protoze Casem byly popsany rozdilné druhy se stejnymi definitivnimi
hostiteli a mezihostiteli a uziteCnost takto navrhovaného nazvoslovi se stala relativni. Nekteré
druhy sarkocyst maji velky vyznam ve veterinarni praxi. Jako ptiklad zadvazného onemocnéni
zpusobeného sarkocystami lze uvést problematiku nervového onemocnéni koni zplsobené
druhem S. neurona.
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Kokcidie rodu Sarcocystis u lidi

Sarkocystdzu lidi 1ze posuzovat ze dvou pohledl. V prvnim piipadé je ¢lovék definitivnim
hostitelem a probihd u ného stfevni onemocnéni po konzumaci tepelné neopracovaného masa.
Svalova sarkocystoza lidi je vzdcnym onemocnénim a dlouho se piedpokladalo, Ze svalova
sarkocystoza lidi je zplsobena pouze druhem S. lindemanni. Podrobné studium svalovych
cyst prokazalo, Ze se jedna o vice druhil sarkocyst, avSak vyvojové cykly druhtl, pro které je
¢lovek v roli mezihostitele, nejsou doposud objasnény.

Je pouze nékolik studii, které se zamétily na sledovani prevalence stfevni sarkocystozy
lidi. Vysledky téchto studii vSak prokazaly, ze v Evropé je prevalence stievni sarkocystozy
vy$§i nez na jinych kontinentech. V Ceské republice je stfevni sarkocystéza kazdoro¢né
diagnostikovana v jednotlivych ptipadech a zpravidla se jedna o importované infekce. Ze
studii je zfejmé, Ze zasadni vliv na prevalenci maji stravovaci zvyklosti vySetfovanych lidi.
Ve studii provedené koncem 80. let minulého stoleti na Slovensku mezi vietnamskymi
pracovniky byla zjisténo celkem 14 ptipadl (1,1% prevalence) a byla prokdzana souvislost
s konzumaci syrového masa. Nejvice poznatkli o klinickém pribéhu sttevni sarkocystdzy
pochdzi z némecké studie, pfi které dobrovolnici konzumovali syrové vepfové maso se
sarkocystami druhu S. suihominis. Klinické symptomy v podobé bolesti bficha, zvraceni,
ztizené¢ho dychani a priijmu se objevily do 48 hodin po pozieni masa se sarkocystami. Tyto
ptiznaky odeznély po 2 dnech a za 5 az 12 dni zaCalo vyluCovani sporocyst ve stolici
dobrovolnikii. Specifickd terapie na stfevni sarkocystdézu neni stanovena, nebot’ ve vétSiné
ptipadii dojchazi k samovylécent.

Ptipady svalové sarkocystdézy jsou velmi vzacné a vétSina piipadi pochdzi ze
subtropickych a tropickych oblasti. V odborné literatufe je popsano celkem 46 piipadi
svalové sarkocystozy na zéklad¢ histopatologického vySetfeni. Nejvice informaci o svalové
sarkocystdze pochdzi z popisu malé epidemie akutni svalové sarkocystézy u 7 americkych
vojakii v Malajsii. Onemocnéni se projevovalo horeckou, svalovymi bolestmi, pruritem a
tvorbou podkoznich noduld. Déle byla zjiSténa eosinofilie, zvySena sedimentace a vysoké
aktivity CPK a LDH. Sarkocysty byly prokazany histologickym vySetfenim biopsie
lopatkovych svalt.

Izosporoza a sarkocystéoza jsou v podminkdch stfedni Evropy velmi vzacnymi
parazitozami. Vzhledem ke globalizaci a hojnému cestovani do oblasti s vyssi vyskytem
téchto paraziti je tieba zahrnout tyto parazitdozy mezi sledované importované infekce.
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Historie.

V osmdesatych a devadesatych letech minulého stoleti se v odborném tisku zacaly objevovat
¢lanky, popisujici ve stolici osob trpicich vleklymi prijmy zvlastni kulovité utvary, které
autofi popisovali jako ,,cyanobacterium-like®, ,,coccidium-like” nebo ,,cryptosporidium-like*
téliska. Ashford v roce 1979 pozoroval tyto organizmy u tii pacientd z oblasti Papua Nova
Guinea a nazval je ,,Isospora-like coccidia®. Podobné nalezy byly zaznamenany i u pacientti
z Nepalu, Mexika, Peru ¢i Haiti. Detailni morfologicky popis, taxonomické zatazeni mezi
Apicomplexa a ndzev druhu Cyclospora cayetanensis vsak ptinesly az prace Ortegy z let
1992-1994, které byly provadény na univerzité v Lim¢, nesouci jméno peruanského profesora
Cayetano Heredia, po némz Cyclospora dostala své druhové jméno. Molekularné
biologickymi metodami, provadénymi od roku 1996, byla potvrzena tésna ptibuznost druhu
Cyclospora cayetanensis s kokcidiemi rodu Eimeria.

Cyklospordza je onemocnéni ¢lovéka, zplisobené prvokem Cyclospora cayetanensis a
Clovék je jedinym hostitelem tohoto druhu. Podobny organizmus vSak byl pozorovan jiz
v roce 1870 Eimerem ve stfevé krtkii a rod Cyclospora byl popsan roku 1881 Schneiderem.
V roce 1902 pak Schaudinn studoval vyvojovy cyklus Cyclospora caryolytica ve stievnim
epitelu krtka. Cyklospory byly nalezeny i1 u opic. V roce 1993 u Simpanzl, v roce 1996 u
paviani v Tanzanii a v roce 1999 byly izolovany tii nové druhy zopic v Ethiopii.
Charakterizace jejich genomil ukazuje na vzajemné velmi tésnou piibuznost i na blizkou
pribuzenskou vazbu s Cyclospora cayetanensis. V soucasnosti je zndmo sedmnéct druht
tohoto rodu pievazné u hmyzozrave, hlodavcei, plaziii primati.

Vyvojovy cyklus. Clovék se nakazi potravou, nejéastéji zeleninou, nebo ovocem, méné
Casto pfimo vodou, kontaminovanou oocystami cyklospor. Oocysty jsou kulovité, 8-10 pum
velké utvary, kryté na povrchu 63 nm silnym vnéjSim fibrilarnim obalem, pod nimz je
bunécnd sténa o tloustce 50 nm.Vnitfek oocysty je vyplnén granulemi, které jsou jen malo
svétlolomné, coz ztézuje mikroskopickou diagnostiku. K tomu, aby se staly pro ¢loveka
infekénimi, museji oocysty prodélat urcitou ¢ast vyvoje (sporulace) ve volném prostiedi.
Vysporulované oocysty obsahuji dvé sporocysty, uvnitt kazdé z nich jsou dva rohli¢kovité
sporozoity. Pokud se oocysta dostane do zaZivaciho traktu vhodného hostitele, pohyblivé
sporozoity se v tenkém stfeveé uvolni a napadaji enterocyty v apikalni ¢asti mikroklkd jejuna.
Uvnitt parazitoformni vakuoly, uloZzené v supranuklearni ¢asti bunky, se uskutecni prvni faze
nepohlavniho déleni, pfi kterém se z merontii uvoliiuje 8—12 merozoitli, které napadaji dalsi
bunky stfevniho epitelu. Ve druhé fazi nepohlavniho déleni vznikaji 4 merozoity. V nasledné
sexualni Casti vyvoje cyklospor dochdzi postupné ke tvorbé mikro- a makrogamet. Po
oplodnéni je vyvojovy cyklus dokoncen tvorbou tlustosténnych kulovitych oocyst, které
vychazeji zt&la hostitele se stievnim obsahem. Mohou dosahovat koncentrace 10°-10*
oocyst/g stolice, vétSinou jich vSak byva méné.
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Biologie

Oocysty jsou klidova stadia, urcend k pfeckani nepiiznivych vnéjSich podminek. Z téla
vychazeji jako nevysporulované, tedy neinfekéni utvary. Podminky, za kterych oocysty
cyklospor v pfirodé dozravaji a sporuluji, nejsou dosud dobie znamy. Usuzuje se vSak, Ze
zivotaschopnost a odolnost oocyst vici vnéj§im podminkam i viici ptisobeni dezinfekénich
roztokd a herbicidi je, stejné jako u kryptosporidii, vysoka. Bézné€ uzivané koncentrace téchto
prostiedkii neovlivituji pribeh sporulace a oocysty jsou schopny po omezenou dobu piezivat i
pii teploté —15 °C. Piedpoklada se, Ze k tomu, aby se oocysty staly infekénimi v prostredi
zvysSené koncentrace atmosférického kysliku, je zapotiebi nékolika dnii, tydni az mésict.
V nékterych pokusech trvala sporulace pii teploté 22-30 °C celkem 8-14 dn, ale pii nizké
teploté kolem 4 °C se doba sporulace prodlouzila az na 4-6 mésici. In vitro lze sporulaci
vyvolat uchovavanim oocyst ve 2,5 % roztoku dvojchromanu draselného po dobu nékolika
dnti. Timto zptisobem Ize dosdhnout sporulace u 20-80 % oocyst. Ruptura stény zralé oocysty
a uvolnéni sporozoitl se pak vyvold mechanickym tlakem a plisobenim travicich enzymii.

Moznosti studia cyklospor, zejména ovéfovani zivotaschopnosti a infektivity oocyst
jsou velmi omezeny tim, ze se dosud nedaii pfenést ndkazu na experimentalni zvifata, ani
kultivovat a péstovat cyklospory na tkanovych kulturdach. O infektivit¢ oocyst a o
podminkach, za kterych si, béhem sporulace jak v pfirodé€, tak v in vitro pokusech, oocysty
dokézi udrzet svou schopnost usidlit se a vyvolat onemocnéni u nového hostitele, se proto
zatim mnoho nevi. Oocystami Cyclospora cayetanensis se nepodafilo nakazit opice, které
jinak hosti vlastni druhy cyklospor, lidskym vSak geneticky velmi tésné blizkych. V posledni
studii z roku 2004 se nepodafilo nakazit ani skupinu sedmi dobrovolniki, i kdyz infek¢ni
davky se pohybovaly od 200 do 49 000 vysporulovanych oocyst Cyclospora cayetanensis.
Klinika
Inkubac¢ni doba cyklospordzy se udava primérne sedm dnti (1-11dnt). Nakaza miaze probihat
asymptomaticky, nebo jen s mirnymi ptiznaky, zejména u osob z endemickych oblasti, které
onemocnéni prodélaly opakované. Neimunni osoby vSak trpi vétSinou dlouhodobymi
vodnatymi prajmy (typické je stfidani obdobi priymii se zacpou), anorexii, nauseou,
zvracenim, bolesti ve svalech, ubytkem vahy (0,9-3,6 kg), nékdy byva ndkaza provazena
malabsorbci D-xylozy. Pfiznaky trvaji nékolik dnli, az nékolik mésicli, po 1é¢bé rychle
ustupuji. U nékterych pacienti byl pozorovan fenomén samovyléCeni (self-cure). U
imunodeficitnich osob nakaza probihd déle a ma vaznéjsi prubéh. V oblastech s vysSim
vyskytem cyklospordzy jsou nakazeny nejcastéji déti ve veku 1-2 roky, ale u déti mladsich
nez pul roku se nakaza prakticky nevyskytuje.

Histologicky obraz mé charakter akutniho, nebo chronického zanétu stfevni sliznice,
naruseni stievniho epitelu s CasteCnou atrofii mikroklka a hyperplazii krypt. Okolni tkan je
infiltrovana lymfocyty. Nékaza nezanechava na stfevni sliznici stopy trvalého poSkozeni.

Lécba

Na lécbu cyklosporozy byl jiz vroce 1993 uspésné pouzit kotrimoxazol (trimethoprim-
sulfamethoxazol), komer¢ni preparaty Biseptol, Septrin, Bactrim aj. U bakterii spo¢iva u¢inek
kombinace téchto dvou chemoterapeutik v inhibici dvou postupnych krokti v syntéze folatt. U
dospélych pacientli se poddva 160 mg trimethoprimu a 800 mg sulfamethoxazolu dvakrat
denné sedm dni, G€innost se udava 95 %. U imunodeficitnich pacienti se davky zvysuji a
doba podéavani prodluzuje az na deset dni. Déti star§i nez dva mésice dostavaji davku 5-8
mg/kg vahy trimethoprimu a 2540 mg/kg véhy sulfamethoxazolu dvakrat denné sedm dni.

Alternativnim lekem v piipad¢ alergie na sulfonamidy je ciprofloxacin, v davee 500 mg/10
dni. U¢innost tohoto preparatu je vSak pouze 75 %.

14



Diagnostika

Piimy prikaz parazita mikroskopickymi metodami je vzdy v diagnostice onemocnéni
nejcennéjsi, predpoklada vSak znacnou zkuSenost odecitajiciho. Cyklospory ve stolici lze
detekovat v nativnich preparatech, ¢i pomoci koncentra¢nich flota¢nich nebo sedimentacnich
metod. Pfi mikroskopickém hodnoceni je nutno pouzivat zvétSeni minimalné 400x, protoze
pii mensSim zvétSeni oocysty, 1 kdyz jsou pomérné velké, splyvaji s pozadim. Osvédcily se
metody diferencniho barveni natéru ze stolice, zaloZené na odliSném zbarveni oocyst a pozadi
(modifikovany Ziehl-Nielsen, barveni dle Milacka, barveni safraninem). Pro tato barveni je
charakteristické, ze nékteré oocysty cyklospor zlstavaji neobarvené. Ve fluorescencnim
mikroskopu pfi pouziti excitaéniho filtru 330-365 nm (450-490 nm) miiZzeme pozorovat
autofluorescenci oocyst, kdy na modrém (zeleném) pozadi zafi bile vnéjsi obal oocyst. Tato
vlastnost je typickd také pro kokcidie rodu Isospora, ty se vSak od cyklospor lisi velikosti 1
tvarem. Molekularné biologické metody se v rutinni diagnostické praxi piili§ neuplatiuji.

Metody detekce oocyst cyklospor ve vnéjSim prostiredi

Nejcastéjsim vehikulem, které predstavuje nebezpeci mozné ndkazy pro cloveka, je
pfedevsim znecisténa potrava, piipadné¢ voda. Dosud byly popsany pouze dvé epidemie
zpiisobené kontaminaci pitné vody, zato vSak velké mnozstvi hromadnych nakaz zptisobenych
kontaminovanou zeleninou, nebo ovocem. Izolace oocyst z prostiedi je velmi obtizny proces.
Mnozstvi oocyst, zejména ve vodé, je velmi nizké a proto se musi filtrovat mnozstvi vody
piesahujici objem sto litrd. Izolace patogenniho agens se provadi postupné fadou kroku
spocivajicich v koncentraci, Cisténi, detekci a pfip. provedeni testu sporulace k ovéfeni
zivotaschopnosti oocyst.  Oocysty se vychytavaji pomoci specidlnich filtrG, nebo se
koncentruji flokulaci za pouziti koagulanti. Mikroskopicka detekce je vzhledem k pfitomnosti
znacné¢ho mnozstvi detritu 1 jinych organizmii ztizena. Vytéznost téchto metod je velmi nizka
a tak v tad¢ pfipadl hromadnych nakaz cyklospor6zou se oocysty cyklospor nepodati
z podezielych potravin izolovat vilbec a rozhoduje se pouze na zakladé epidemiologickych
metod sledovani moznych cest a zdroji nédkazy. Jako perspektivni se vSak zacinaji ukazovat
selektivni metody molekularné biologické (PCR), které se mohou dobfe uplatiovat
v prostiedi, kde se vyskytuje velmi mnoho balastnich latek i fada jinych patogennich i
nepatogennich organizmiti. Jejich nevyhodou je nemoznost rozliSeni vysporulovanych, tudiz
infek¢nich oocyst od oocyst nevysporulovanych. Pomoci PCR reakce je mozno detekovat az
10 oocyst/100g bazalky a 40 oocyst/100 g malin, u listového salatu je udavana citlivost nizsi,
kolem 1000 oocyst/100 g. Kvantitativni metoda real-time PCR dokonce pracuje s detekci v
fadu jedné oocysty v Sul vzorku.

Molekularné biologické metody

K diagnostickym ucelim, i ke studiu fylogenetické piibuznosti cyklospor s taxonomicky
nejbliz§imi kokcidiemi rodu Eimeria, byla poprvé pouzita metoda polymerdzové tfetézové
reakce (PCR) vroce 1996. U eukaryotickych organizma se k druhovému rozlisSeni 1
k molekularn¢ evolu¢nim studiim pouzivé analyza genli malé podjednotky ribozomalni
DNA (18S sstDNA), ktera obsahuje vedle velmi konzervativnich tsekil 1 vysoce variabilni
oblasti, umoznujici specificky rozeznat rozdily mezi jednotlivymi skupinami organizm.
Vysledkem analyzy DNA z Cyclospora cayetanensis metodou ,nested“ PCR za pouziti
primeri CYCFIE a CYCR2B v prvnim a CYCF3E a CYCR4B ve druhém kroku, byl
produkt o velikosti 294 bp. Produkt o stejné velikosti vSak byl ziskan i analyzou DNA
nékterych druht rodu Eimeria, takze k rozliSeni amplikonii bylo nutno pouzit dal§i metodu
(RFLP), vyuzivajici specifickou vlastnost enzymu restrikéni endonukleaza Mnll  S§tépit
ziskany amplikon déle na fragmenty, liSici se u obou skupin organizmii v délce i poctu.
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Stejného vysledku bylo dosazeno metodou ligace oligonukleotidi (OLA), pfi které se na
amplikon navazuji dva specifické oligonukleotidy: jeden znaceny biotinem a druhy
digoxigeninem. Enzym DNA-ligaza spoji obé sondy pouze v ptipadé uplné komplementarity.
Biotinylovany konec se navaZze na streptavidin imobilizovany na pevném povrchu
mikrojamky, digoxigenin je pak detekovan kolorimetricky. Témito metodami se podafilo
rozli$it rody Cyclospora a Eimeria, k rozliSeni mezidruhovych rozdili to vSak nestacilo.
V 2003 byly publikovany dalsi prace, teSici tento problém pomoci jinych primerd a
restrikénich endonukledz, nebo pouzitim metody ,,multiplex PCR* se smési primerd, liSicich
se pouze v 1-2 nukleotidech na 3” konci primeru (SNP). Metoda provadéna za velmi
striktnich reakénich podminek umoziiuje rozliSit velmi jemné rozdily zatim mezi Ctyfmi
druhy rodu Cyclospora, u kterych je zndma sekvence gend pro malou podjednotku
ribozomalni  RNA (Cyclospora cayetanensis z ¢lovéka a Cyclospora cercopitheci,
Cyclospora colobi a Cyclospora papionis zopic). Pfi  hledani plivodce epidemii
cyklosporézy ve vzorcich vody nebo potravin je tato specificita nutnd vzhledem k mozné
kontaminaci mnozstvim jinych organizmi. Sekvenéni analyza amplifikovanych fragmentd
DNA byla poprvé pouzita pii epidemii prijmového onemocnéni v Missouri (USA) v roce
1999, kde se podatilo i mikroskopicky prokézat cyklospory v bazalce, pouzité pii ptipraveé
kuteciho salatu. V roce 2000 v Philadelphii (USA) onemocnélo cyklosporézou 54 osob po
konzumaci svatebniho dortu zdobeného malinovym krémem. I zde se, pomoci metody
sekvenace amplifikovanych fragmenti DNA prokazalo, Zze malinovy krém obsahoval DNA
Cyclospora cayetanensis.

Epidemiologie

V endemickych oblastech vyskytu cyklospordzy, kterymi jsou hlavné stfedni a jizni
Amerika (napt.Guatemala, Peru, Haiti), jihovychodni Asie ( napt. Nepal, Indonézie), Papua-
Nova Guinea, ale i nékteré africké staty (napi. Nigerie, Tanzanie) se prevalence vyskytu
pohybuje od nékolika procent do n¢kolika desitek procent. Napt. u déti v Peru je udavano 6—
18 %, velmi Casto asymptomatickych nakaz. Onemocnéni ma vyrazn¢ sezonni charakter a je
tésn¢ spjato s obdobim destld. Importované piipady, které jsou popisovany nejen v USA,
Kanadé¢ a Australii, ale 1 v fad¢ evropskych zemi (tabulka 1) kopiruji Casto sezénni charakter
onemocnéni podle zemé puvodu nakazy. Ale 1 ve vyspélych zemich jsou ojedinéle (mén€ nez
0,5 %) diagnostikovany autochtonni piipady cyklosporozy. V Ceské republice bylo v letech
1997-2004 diagnostikovano celkem Sestnact importovanych piipada onemocnéni
cyklospor6zou (tabulka 2), vétSinou provazenych typickymi klinickymi pfiznaky.

Nejveétsi pozornost je vSak v tisku vénovéana epidemiim, které se kazdorocné opakuji
v USA a Kanadé a které jsou zplsobeny potravinami, zejména zeleninou a ovocem,
kontaminovanymi oocystami cyklospor (tabulka 3). Jen v letech 1996 a 1997 bylo
zaznamenano celkem 2944 piipadid, ale odhaduje se, ze ve skutecnosti ndkazu prodélalo
mnohem vice osob. Nejcastéji uvadénym vehikulem jsou maliny, importované do USA a
Kanady v jarnich mésicich, predev§im z Guatemaly, kde v tomto obdobi sezonni vyskyt
cyklosporézy vrcholi. Teprve piijetim velmi piisnych opatieni ohledné importu, ale i
hygienickych a provoznich podminek na plantdzich, kde se maliny péstuji, vCetné filtrace
zéavlahové vody, se pocet ptipadi, za které byly zodpovédné guatemalské maliny, snizil. Stale
se vSak objevuji dalsi druhy ovoce (bortivky), ¢i zeleniny (mnoho druhti hlavkového salatu,
listy bazalky), které piisobi hromadné epizody, 1 kdyz s menSim poctem nakazenych osob.
V roce 2004 bylo napft. v Pensylvanii zachyceno minimalné 40 laboratorn¢ diagnostikovanych
a spolu souvisejicich ptipadi cyklospordzy. Epidemiologickym Setfenim se prokazalo, Ze
oocysty cyklospor byly importovany opét z Guatemaly, tentokrat na mladych luscich hrasku,
které¢ byly vsyrovém stavu piidavany do téstovinového salatu. Pfipady hromadnych
onemocnéni vSak neziistdvaji omezeny jen na USA a Kanadu. V prosinci roku 2000 se

16



nakazilo 34 osob vjedné restauraci v jihovychodnim Némecku pravdépodobné salatem,
pfipravenym zriznych druhti zeleného a cervené¢ho hlavkového salatu a ochuceného
petrzelovou a cibulovou nati. Cerstva zelenina byla dovezena z jizni Francie a jizni Italie. Pii
pohledu na pulty supermarketi plné roztodivného ovoce a zeleniny, importovaného
z nejriznéjSich koutl nasi planety a na restaurace nabizejici kulindiské speciality z celého
svéta, je jen otdazkou Casu, kdy se mozna i u nas objevi epidemie cyklospordzy. Je tieba
abychom byli i my, jak laboratorni pracovnici v diagnostickych laboratofich, tak i
epidemiologové v terénu ptipraveni takové ptipady odhalovat a fesit.
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Tabulka 1: Evropské zemé referujici o importovanych pripadech cyklosporozy

zem¢ zem¢ puvodu rok publikace
Belgie Indonézie 1995

Ceska republika viz tab.2 2000
Holandsko Sri Lanka, j.Amerika, jv Asie 1993

Irsko jv. Asie 1996

Italie jv. Asie, j.Amerika 1994,1998
Némecko Singapur, Java, Bali 1997
Spanélsko Gabun, Turecko, Indie, Sri Lanka 1995
Svycarsko jv. Asie 1999,2001
Velka Britanie jv. Asie 1996

upraveno podle J.M.Shields a B.H.Olson, Int. J. for Parasitology, 33,2003

Tabulka 2: Poéet p¥ipadii cyklosporézy importovanych do Ceské republiky 1997-2004

rok pocet piipada zemé ptivodu
1997 6 Mexiko
1998 1 Nepal
1999 1 Guatemala
1 Vietnam
2000 1 Indonézie
2001 1 Indonézie
1 jizni Asie
1 Pakistan
2002 0
2003 1 jihovychodni Asie
1 Asie
2004 0

upraveno podle rocnich hlaseni laboratori
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wewr

pocet
rok zemé vehikulum pripadi zem¢ pivodu
1990 USA voda nebo potrava 21 ?
1995 USA maliny 70 ?
1996 USA maliny 1465 Guatemala
USA, salat, maliny, bortvky, Guatemala,
1997 Kanada bazalka, 1479 Peru
USA, .
1998 maliny, ovoce 332 Guatemala
Kanada
1999 USA, maliny, bortivky, bazalka 222 Guatemala
Kanada ’ ’
2000 USA maliny 54 Guatemala
2000 Neémecko hlévkpvy salat, natova 34 J Fr’apcie,
zelenina j. Italie
2004 USA lusky hrasku 40 Guatemala

upraveno podle J.M.Shields a B.H.Olson, Int. J. for Parasitology, 33,2003
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Kryptosporidioza: rizika pro imunokompetentni

a imunodeficitni jedince

RNDr. Oleg Ditrich, CSc., Ing. Martin Kvac, PhD., RNDr. Dana Kvétoriova
Parazitologicky tistav AV CR, Ceské Budéjovice

Co je to kryptosporidioza a kam dnes patfi kryptosporidie?

Kryptosporidiéza je onemocnéni piisobené kryptosporidiemi - jednobunéénymi parazity rodu
Cryptosporidium. Diive byly kryptosporidie fazeny do blizkosti eimerii mezi Coccidia, dnes
vime, Ze jsou vice pfibuzné gregarinam. Spolu s kokcidiemi a také napf. s malarickymi
plasmodiemi patii do kmene Apicomplexa, ktery je ptibuzny obrnénkam a nalevnikiim
(skupina Alveolata). Na rozdil od ostatnich Apicomplex nebyl u kryptosporidii jednoznaéné
prokédzan apikoplast (zbytek plastidu ziskaného béhem fylogeneze od endosymbionta), i kdyz
bylo nalezeno minimaln€¢ 7 genti pravdépodobné z apikoplastu pochézejicich. DalSich
minimaln¢ 24 genl pochazi pravdépodobné z prokaryotického endosymbionta. Krypto-
sporidie maji silné redukovany zbytek mitochondrie. Zatazeni kryptosporidii mimo kokcidie
neni vlastné zadna novinka: potvrdilo pivodni TyzzerGv nazor (Tyzzer 1907, 1910), ktery
pojmenoval rod podle ,,neodlisitelné nebo chybéjici spory v oocysté* a zdlraznil, Ze se tim od
kokcidii lisi (i kdyz jej ke kokcidiim pfitadil). V ramci rodu Cryptosporidium lze rozlisit dvé
vyrazné skupiny druhii, prvni s menSimi oocystami a s afinitou ke stievu (k enterocytiim) a
druhou s vét§imi oocystami a s afinitou k zalude¢nim Zlazam.

Zivotni cyklus kryptosporidii.

Kryptosporidie se §ifi fekalné-ordlnim transportem. Nejlépe je probadany cyklus druhu C.
parvum;, zivotni cykly ostatnich druhli jsou vSak stejné nebo velmi podobné. Po excystaci
spolknutych oocyst adheruji uvolnéni sporozoiti k hostitelskym buiikkdm, vnikaji do nich a
meéni se v trofozoity. Na rozdil od kokcidii se vSak nezanotuji do cytoplasmy, zlstdvaji pod
bunécnou membranou v parazitoforni vakuole a prominuji do lumen stfeva. Také zpisob
vniknuti do enterocytu je odlisny od vnikdni jinych parazitickych protozoi do bunék:
nevyskytuje se tu typickd invaginace hostitelské plasmatické membrany, zndma napt. u
malarickych plasmodii, u toxoplasmy nebo eimerii. Kryptosporidie zpiisobi zmény
v mikrovilech enterocyti; ty se prodluzuji, obklopi sporozoit a vzajemné splynou, ¢imz
kryptosporidii uzaviou v parazitoforni vakuole. Tuto intracelularni-extracytoplasmatickou
lokalizaci si kryptosporidie zachovavaji s velmi kratkymi prestdvkami strdvenymi v lumen po
celou dobu endogenni fize Zivotniho cyklu. Kryptosporidie maji takzvanou ,feeder*
organelu, které se dfive (jak napovida jméno) ptisuzovala zasadni uloha pro piijem Zivin;
dnes se o tom pochybuje a funkce organely zlstava nejasnd. Trofozoiti se nepohlavné déli
merogonii; vysledkem jsou meronti 1. typu obsahujici 8 merozoiti. Po uvolnéni napadaji
meronti dalsi buniky a tato ¢ast cyklu se bud’ nékolikanasobné opakuje, nebo vznikaji meronti
I1. typu obsahujici pouze 4 merozoity. Z nich v procesu gametogonie vznikaji makrogamonty
a mikrogamonty se 16 pohyblivymi mikrogametami. Vzniklé makrogamety a mikrogamety po
uvolnéni do lumen splyvaji, vznika zygota a z ni oocysta s jednou tetrazoickou sporocystou.
Pfiblizné pétina oocyst (u druhu C. parvum) je tenkosténnych, obklopenych pouze sérii
jednotkovych membran. Tenkosténné oocysty nejsou schopny piezit ve vnéjsSim prostiedi a
slouzi k infekci dalSich tsekt traviciho traktu. Sporozoity z nich uvolnéné spolu s merozoity
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infikuji v kratké dob¢ celé jejunum a terminalni ileum. Naopak Ctyfi pétiny oocyst jsou dobie
vybaveny pro pteziti v nepfiznivych podminkédch: maji vnéj$i vrstvu z kyselého
glykoproteinu, stfedni lipoproteinovou a vnitini glykoproteinovou vrstvu. Tyto silnosténné
oocysty slouzi k infekei dalSich hostiteld, sporuluji jesté ve stfevé plivodniho hostitele, takze
jsou ihned schopné infekce. Ackoliv vétSina zdroji uvadi delsi casové useky, podle
souCasnych poznatkl trva cely vyvojovy cyklus 12 — 14 hodin. Kazdy ze 4 sporozoiti
v oocysté¢ ma haploidni jadro s 8 chromozomy. Ty obsahuji 10,1-10,4 milliéont parovych bazi
DNA s nepocetnymi introny. Cytoplasma obsahuje pfiblizné tisic kopii od kazdé ze dvou typl
dvouvlaknové RNA pochazejici z viru ¢eledi Partitiviridae.

Patogenita a virulence kryptosporidii.

O skutecnosti, zda jsou kryptosporidie schopny hostitele viibec infikovat, se rozhoduje
v prvych fazich interakce sporozoitli (nebo merozoitil) s hostitelskou buiikou, tedy pii adhezi
a pripadné internalizaci. Na obou procesech se podili fada faktori souhrnné¢ nazyvanych
determinanty virulence. Jde napfiklad o adhezni proteiny podobné lidskému trombospondinu
(TRAP C-1 a TRAP C-2), sporozoitovy protein bohaty cysteinem (SCRP), glykoproteiny
(CSL a gp900) a specifické lektiny. Cysteinové a serinové protedzy a argininova
sporozoitli zahajuji epitelidlni buiiky produkeci cytokinil, které aktivuji rezidentni fagocyty.
Aktivované fagocyty pak produkuji histamin, serotonin, adenosin, prostaglandiny a nékolik
dalSich rozpustnych faktord, které v prvé fadé tlumi zanétlivé procesy ve stfeveé. Navic tyto
latky jednak zvysuji sekreci vody a chloridovych ionth stfevni sliznici, jednak inhibuji
absorp¢ni schopnost stfeva. Bunky stfevni sliznice tak jsou poSkozovany piimo (tj. pfimy
nasledek invaze kryptosporidie do builkky a jeji mnozeni vni) i nepfimo (poskozeni
neinfikovanych buné¢k T-bunkami zprostfedkovanym zanétem, dusledkem je atrofie klkt a
hyperplasie krypt). Kryptosporidie dale inhibuji apoptézu hostitelskych bunék a naopak ji
indukuji u okolniho neinfikovaného epitelu. Tlumeni zanétu a ovliviiovani apoptdzy
umoznuje delsi prezivani kryptosporidii ve stievni sliznici. Produkce toxint kryptosporidiemi
je obcas predpokladana, ale nebyla dosud jednozna¢né prokéazana.

Snizend resorpéni schopnost stieva se projevuje vodnatymi prajmy. U
imunokompetentnich jedincu po kratké prepatentni periodé (4—6 dni, pfi vysoké infekéni
davce 3 dny) nastupuje patentni perioda (6-18 dni); perioda vodnatych prijmi je o néco
krat$i (4-10 dni v typickych piipadech) a dojde k samovolnému vyléceni. Kromé prijymu se
v rizné mife piidavaji dalsi pfiznaky: kolikové bolesti bficha, nauzea, vomitus, flatulence,
zvysena teplota, nechutenstvi az anorexie a vahovy ubytek. U nékterych jedincii mize infekce
probéhnout bez patentnich ptiznakd.
na bunécné trovni: v mnohem vétsi mife je kolem infikovanych bunék pozorovana zanétliva
infiltrace. Patentni perioda se prodluzuje na mnoho tydnt i mésicti a v tomto obdobi se stiidaji
faze s prijmy s relativné klidnymi fazemi, kdy jsou kryptosporidie pfitomny ve formované
stolici. Onemocnéni je chronické a nejevi tendenci k samovolnému vyléceni, naopak, Casto
diseminuje do dalSich organii. V prvé tad¢ se sifi do dalSich tsekii zazivaciho traktu, smérem
kranidlnim (duodenum, zaludek, jicen) i kaudalnim (caecum, colon, rectum). Déle postihuje
sliznice zlucovodu, vyvody pankreatu a dychaci trakt. Pribéh onemocnéni zavisi na stupni
imunodeficience, u tézkych ptipadl, napf. u pacientii srozvinutym AIDS (pocet CD4+
lymocytii <200 v 1 mm® krve) dochézi ke generalizaci a ke smrti nasledkem metabolického
rozvratu.
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Epidemiologie kryptosporidiozy.

Velmi vyznamnym epidemiologickym faktorem je hostitelska specificita a od ni se odvijejici
moznost prenosu z jednoho hostitelského druhu na jiny. O epidemiologii kryptosporidiozy lze
proto hovofit pouze v souvislosti s vnitrorodovou a vnitrodruhovou variabilitou a zménami
v jejich hodnoceni, které¢ byly umoznény zavedenim molekuldrné biologickych metod.
VétSina starSich Udaji se vztahuje k druhu Cryptosporidium parvum sensu lato a ¢asto jde o
informace tykajici se n¢kolika druhti s odliSnym hostitelskym spektrem. Pojmenovat spravné
jednotlivé druhy kryptosporidii neni jednoduché: je tifeba se fidit Mezinarodnim kodexem
zoologické nomenklatury, ale zaroven se musime smifit se skutecnosti, Ze v mnoha piipadech
tu neni splnéna podminka uschovaného a dostupného typového materialu. Jeden ptiklad za
vSechny: druh C. parvum byl popsan ze stfeva mysi a dnes nevime, zda Slo o dnes zndmy
mySi genotyp specializovany na hlodavce nebo zda §lo o tzv. bovinni genotyp s nizkou
hostitelskou specificitou schopny infikovat rizné druhy savct (vCetné mysi). Pokud
povazujeme genotypy specializované na jednotlivé hostitele za druhy (coZ povazujeme!), mél
by pfi prvni z vySe popsanych alternativ byt druh C. parvum zachovan pro druh z mysi a druh
s Sirokou hostitelskou specificitou by mél nést jméno C. bovis. Aniz bychocm chtéli a mohli
zachazet do podrobnosti této komplikované problematiky (zajemce odkazujeme na pravidelné
aktualizovanou webovou stranku dr. Slapety: http://www.mujweb.cz/www/iroger/crypto/),
uvadime prehled platnych druht, které mohou infikovat ¢lovéka.

Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijjawi, Sulaiman, Fayer,
Thompson, Olson and Xiao, 2002

Druh specializovany na clovéka (donedavna oznacovany jako genotyp I, piipadné
lidsky genotyp). Kromé ¢lovéka byl vzacné nalézéan u opic, jehiiat, dugonga; experimentalné
byl pfenesen na opice, jehnata a gnotobiotickd prasata. Experimentalni pfenos na laboratorni
hlodavce, Selmy a ktizlata se nezdaftil. Pro ¢lovéka je velmi virulentni, s vysokym potencidlem
interhumanniho pienosu. Byl identifikovan jako ptivodce rozsahlych epidemii z vody vcetné
té nejveétsi (Milwaukee v r. 1993). Na nasem uzemi je vzacny, castéjsi je v zdpadni Evropé
(napt. v Britanii) a v USA. O rozsifeni v tropech (tedy na tzemi s nejvyssi prevalenci
kryptosporidiozy) chybéji informace. Piedstavuje velké riziko pro imunokompetentni i
imunodeficitni jedince.

Cryptosporidium parvum Tyzzer, 1912

Zahrnuje piedevsim takzvany genotyp II (bovinni) a dosud fadu genotypt, které jsou
k tomuto druhu fazeny ze setrvacnosti, ale které jist¢ budou brzy popsany jako samostatné
spektrem: infikuje kopytniky, hlodavce, =zajice, primaty vcetné¢ Ccloveka, Selmy a
pravdépodobné 1 dalsi fady. Experimentalné byly infikovani timto druhem i ptaci. Oocysty
tohoto druhu byly (spole¢né¢ soocystami C. hominis a oocystami tifi dalSich dosud
nepojmenovanych genotypt) opakované nalézany v trusu berneSek — v tomto pfipad¢ neni
jasné, zda jde o pasaz oocyst zazivacim traktem. Kvuli snadnému experimentadlnimu pifenosu
(velké mnozstvi oocyst lze ziskat z infikovaného telete a lze jimi infikovat laboratorni
hlodavce) je C. parvum nejlépe prozkoumany druh a tyka se jej vétSina informaci o imunitni
odpovédi, biochemickych cyklech apod. Tento druh je velmi Casty na nasem uzemi, je
roz$iteny v chovech hospodaiskych zvitat. Pfevazuje mezi izolaty ziskanymi z ¢lovéka, Casty
je zejména u déti. Oocysty tohoto druhu jsou pfitomny ve vétSin€é povrchovych vodnich
zdroji, vyskytuji se i1 v hlubinnych zdrojich. Pfedstavuje relativné velké riziko pro
imunokompetentni i imunodeficitni jedince.

Cryptosporidium meleagridis Slavin, 1955

Jde o ptaci druh popsany ptivodné z krocana, ale zahrnuje i tzv. genotyp III izolovany
z lidi. Experimentdlné¢ lze ptenést na laboratorni hlodavce, kraliky a telata. Byl izolovan
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(spolu s dal§imi druhy) pfi mens$ich epidemiich z vody ve Velké Britanii. Predstavuje riziko
pro imunokompetentni i imunodeficitni jedince.

Cryptosporidium felis Iseki, 1979

Druh specializovany na kocky, ale nalezeny téz u hovéziho dobytka, mySice,
imunodeficitnich i imunokompetentnich lidi. Kromé originalniho popisu z japonskych kocek
(neni vylouceno, Ze se tykal jiného druhu) se dalsi nalezy vztahuji k mnohem podrobnéjsSimu
popisu z Australie (Sarget et al. 1998). I kdyz se jinak podoba druhu C. parvum, signifikantné
se od néj 1181 mensimi oocystami. Pravdépodobné ptedstavuje riziko pro imunokompetentni i
imunodeficitni jedince, vzhledem k malému poc¢tu dosavadnich udaji je jeho miru obtizné
posoudit.

Cryptosporidium canis Fayer, Trout, Xiao, Morgan, Lal and Dubey, 2001

Piivodné tzv. psi (canine) genotyp byl pozdéji popsan jako samostatny druh. Kromé psi
nalezen u medvéda, imunosuprimovanych lidi (AIDS, lécba kortikoidy) a imuno-
kompetentnich déti. Experimentaln€ pfenesen na tele, ale neinfekéni pro mys. U tohoto druhu
existuje vnitrodruhova variabilita: genotyp zlidi se lisi od lis¢iho a psiho genotypu.
Cryptosporidium canis pravdépodobné piedstavuje urcité riziko pro imunodeficitni 1 imuno-
kompetentni jedince.

Cryptosporidium suis Ryan, Monis, Enemark, Sulaiman, Samarasinghe, Read, Buddle,
Robertson, Zhou, Thompson, Xiao, 2004

Dosud posledni popsana stfevni kryptosporidie. Diive byla popisovana jako ,,porcine*
genotyp 1. Vyskytuje se u prasat a byla nalezena u imunodeficitnich pacienti. Genotypem
podobna kryptosporidie byla zjiSténa také u kalifornskych sysli, ta vSak pravdépodobné
predstavuje samostatny druh. Cryptosporidium suis pravdépodobné ptredstavuje urcité riziko
pro imunodeficitni pacienty.

Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1907) Tyzzer, 1910

Zaludeéni kryptosporidie infikujici pfedevsim hlodavce (mys, potkan, zemni veverka),
ale nalezenda téz u velblouda, damana a imunodeficitnich a imunokompetentnich lidi.
Experimentalné¢ byl tento druh pfenesen na riizné druhy mysSovitych, na morcata, kraliky,
kocky a psy. Vzhledem k nizké patogenité neni riziko lidskych infekci zdvazné.

Cryptosporidium andersoni Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead and Blagburn,
2000

Zalude¢ni kryptosporidie infikujici pfedevsim skot, dale byly nalezeny u zubra,
velblouda, svisté, pravdépodobné i u gazely a byly prokazany i u pacienta trpictho AIDS.
Experimentalné 1ze infikovat piskomily.

Muzeme predpokladat, Zze v blizké budoucnosti budou na zakladé genotypli popsany
nov¢ druhy kryptosporidii, které by mohly infikovat imunodeficitni pacienty.

Vyse uvedené poznatky ovlivnily predstavy o epidemiologii kryptosporidiozy.
Antropozoonoticky pienos sice existuje, ale interhumanni pienos hraje téz zavaznou roli,
zvlasté v zemich, kde prevazuje C. hominis. Rozsadhld epidemiologickd studie ve Velké
Britanii zabyvajici se sporadickymi piipady kryptosporididozy (nebyly zahrnuty epidemie
z vody) zjistila pomér C. hominis/C. parvum 1,5. Pro C. hominis byla zjiSténa pozitivni
korelace s cestovanim do zahrani¢i a s vyménou plen détem mlads$im péti let. Prekvapivé 1 pro
C. parvum byla zji§téna nejsilnéjsi korelace s cestovanim do zahranic¢i a s kontaktem s osobou
trpici prijmem, teprve na tfetim misté byl kontakt s dobytkem, nédsledovany pomoci détem
pod 5 let pouzivat zachod a pitim vodovodni vody. Naopak siln€ negativni korelace byla
zjisténa s pojidanim syrovych rajcat a syrové zeleniny. V mensi studii kryptosporididézy ve
Svycarsku bylo toto onemocnéni odhaleno jako pfi¢ina 5,5 % détskych prijmt a pomér C.
hominis/C.parvum byl 11 : 3. Dvanactiletd studie sporadickych piipadii kryptosporididzy
z USA, ve které¢ jeste¢ nebyly druhy kryptosporidii rozliSovany, zjistila nasledujici rizikové
faktory: cestovani do zahrani¢i, kontakt s dobytkem, kontakt s détmi (2—11 let) trpicimi
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prijmy, a plavani ve sladké vodé¢. I tato studie oznaCuje pojidani syrové zeleniny za
protektivni (sic!). Studie z Nového Zélandu odhalila téméf rovnomérné zastoupeni obou
druhti, pticemz. C. hominis pievazovalo ve mésté a incidence vrcholila na podzim a C.
parvum pievazovalo na venkové s vrcholem na jafe. Studie navic zjistila kryptosporidie
podobné C. canis u dvou nepiibuznych déti.

Dosud nejrozsahlejsi studie kryptosporididzy imunodeficitnich pacienti byla
uskute¢néna v Lim¢ (Peru). Bylo v ni vySetteno 13 937 vzorkl od 2 672 HIV pozitivnich
pacienti. U 354 pacientll byly nalezeny kryptosporidie s druhovym zastoupenim: C. hominis
67,5 %, C. melegridis 12,6 %, C. parvum 11,3 %, C. canis 4,0 %, C. felis 3,3 % a C. suis
0,5 %.

Na nasem tzemi je situace odlisna: dosud nebyla zaznamenana epidemie z vody a je u
nas mnohem méné HIV pozitivnich pacientii a z tohoto diivodu neméme tak velké pocty
genotypizovanych izolatl z lidi. Jednozna¢né vSak ptevazuje C. parvum, druh C. hominis byl
zjistén jen ojedinéle a dalsi druhy u nas z ¢lovéka izolovany nebyly, i kdyZ se na naSem uzemi
vyskytuji.

Pokud jde o identifikaci plivodcii epidemii kryptosporididzy z vody, prevazuje C.
hominis, na druhém misté je opét C. parvum a na tietim C. meleagridis. Nejsou vyjimkou ani
rizikovym faktorem a nejvyznamnéjSim zdrojem kontaminace vody jsou splasky obsahujici
lidské fekalie (zpétné tak byla po deseti letech vyhodnocena i epidemie v Milwaukee) a teprve
na druhém misté trus zvitat. V souhrnnych ¢lancich se opakuji téz informace o jinych médiich
(ovocné mosty, mléko, mlécné vyrobky, sildz atd.); ptivodni prace o nich maji cCasto
anekdoticky charakter a 1 v téch ptipadech, kdy byly jako zdroj kryptosporididézy skutecné
odhaleny jde o malé pocty, témét zanedbatelné s pocty kryptosporididzy z vody. Nemusi vzdy
jit 0 vodu pitnou: napft. v roce 2000 prob&hla v Ohiu epidemie kryptosporidiézy (pivodce C.
hominis 1 C. parvum), kterd postihla 700 lidi a hlavni rizikovy faktor bylo plavani v bazénu.
V posledni dobé je téZ zdlraziiovan vyznam moiské vody: kryptosporidie v ni relativné
dlouho ptezivaji a rizikovym faktorem miize byt bud’ koupani, nebo pojidani motskych
zivocichll, zejména mlzi. Ti jsou GCinni filtratofi, ktefi na zdbrach oocysty kryptosporidii
zachycuji, a pfitom jsou konzumovani ¢asto syrovi.

Terapie a tlumeni kryptosporidiozy.

U imunokompetentnich pacientii se pouziva symptomaticka 1écba, ptredevSim rehydratace
organismu. O specifické terapii se sice obc¢as diskutuje, ale jednak dosud spolehliva specificka
1éCba neexistuje, jednak v dobé stanoveni diagnozy vétSinou jiz pfiznaky onemocnéni
ovlivitovat predevsim symptomy (hydratace, dopliiovani elektrolyt). Imunoterapie (podavani
hyperimunniho colostra, hyperimunnich Zzloutkll) sice vede k odddleni diseminace, ale
vzhledem k naroCnosti a cené se nepouziva v Sirokém métitku. NejlepSich vysledka se
dosahuje 1écbou samotné HIV infekce (antiretrovirova terapie), pii které se udrzuje stav
imunitniho systému dlouhodobé na pfijatelné urovni. Objevuji se informace o léCebnych
ucincich nitazoxanidu, mnozstvi jinych preparati, o kterych se v minulosti s podobnymi
nadéjemi psalo, nas nuti k urcité skepsi. Zajimavou moznosti je pouziti tzv. probiotickych
bakterii pfi tlumeni ptipadné 1é¢bé kryptosporidiézy. Metabolity Lactobacillus acidophilus a
L. reuteri snizuji infektivitu C. parvum a C. hominis in vitro, podavani téchto laktobacili
telatim redukuje pocty oocyst v jejich trusu a existuje jiz zprava o uspé$né 1écbé chronické
kryptosporididézy u imunosuprimované¢ho pacienta pomoci laktobacili. Dalsi slibnd metoda
tlumeni kryptosporidiézy byla vyzkousena u telat a spo¢iva v peroralni vakcinaci oocystami
C. parvum ozafenymi y zafenim, po které se vyvinula protektivni imunita. Jako u vSech
infekci s fekalné-oralnim transportem i u kryptosporididézy spocivaji hlavni zpiisoby jejiho

25



tlumeni v hygienickych opatfenich, v dalS$im Sifeni kanalizace a v rezimu ¢isténi odpadnich
vod. Cilem téchto opatieni je zamezit kontaminaci povrchovych vod splasky obsahujicini
lidské i zviteci fekalie.

Kdy je na misté vySetiovat material na kryptosporidie?

Je to stejné jako v pripadé stievnich nikrosporidii stim rozdilem, Ze je mnohem
pravdépodobnéjsi vyskyt u imunokompetentnich pacientii, zejména u déti. Determinace
puvodce tu neovlivni terapii, ale ma vyznam pro odhaleni zdroje a v disledku tedy i1 pro
ochranu dalsich lidi pted infekei. Zv1asté hromadny vyskyt prijmovych onemocnéni by mohl
byt epidemii kryptosporidiézy — je rozumné s touto moznosti piedem pocitat.

Jakymi metodami vySetiovat?

S vyjimkou velmi zkusenych odbornikti diagnostikujicich kryptosporidie casto,
nedoporucujeme vySetfeni nativnich preparati (ani supernatantli z flotace, glycerinovych
preparati apod.). To vedlo v minulosti k mnoha omylim a fale$né pozitivnim vysledkim.
Doporucujeme bud’ jednoduché barveni natéru stolice (methylviolet’ podle Milacka a Vitovce
nebo modifikovené Ziehl-Nielsonovo barveni) nebo pouziti komeréné¢ dostupnych
imunodiagnostickych testl (IFAT nebo ELISA). Existuji 1 diagnostické molekularni testy, pfi
kterych se rovnou determinuje puvodce, je vSak tieba je kombinovat: univerzalni test
rozliSujici vSechny druhy zatim neexistuje.

Jak uchovavat oocysty pro dalsi vySetieni?

cey

Odolné oocysty kryptosporidii pieziji kratkodobé skladovani v nefixovaném stavu, nejlépe
v lednici. Zivé oocysty skladujeme dlouhodob& v roztoku dvojchromanu draselného, bud’
koncentrované nebo ptimo ve stolici. Takto uchovany materidl 1ze pouzit tieba k infekénim
pokusiim, avSak neni vhodny k molekuldrni identifikaci (dvojchroman inhibuje PCR a jen
obtizné jej lze odstranit). Koncentrované oocysty (po flotaci na sachar6zovém, percolovém
nebo cesiumchloridovém gradientu) lze dlouhodobé skladovat v roztoku antibiotik/
/antimykotik nebo je fixovat alkoholem.
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Kryptosporidie a zivotni prostiedi

Ing. Martin Kvaé, PhD., RNDr. Dana Kvétoiiova, RNDr. Oleg Ditrich, CSc.
Parazitologicky tistav AV CR, Ceské Budéjovice

Podobné jako u jinych infekci Sifenych fekalné-oralnim transportem, je i u kryptosporidii
vyznamnym epidemiologickym faktorem schopnost klidovych stadii (v tomto pfipadé oocyst)
odoldvat vlivim vnéjSiho prostiedi. Oocysty kryptosporidii jsou velmi odolné vuci
nepfiznivym podminkdm vngjSitho prostiedi a spolu se
zivotaschopnosti a infektivity predstavuji vazné nebezpeci infekce. V soucasné dobé
neexistuje souhrnnd prace zabyvajici se vlivem ¢initelii vnéjsiho prostedi na inaktivaci oocyst
kryptosporidii. Prestoze se vétSina autori zabyva pouze nékterym z Ciniteld vnéjSiho
prostiedi, lze si vytvofit komplexni pfedstavu o vlivu prostiedi na pfezivani oocyst

kryptosporidii.

zachovanim dlouhodobé

Oocysty kryptosporidii jsou zt€la hostitele vyluCovany spolu s trusem. Ve studiich
zabyvajicich se plisobenim trusu na Zivotaschopnost oocyst C. parvum bylo zjiSténo, ze pii
ulozeni trusu ve tmé pti 4 °C zlstava po 25 tydnech 40 % oocyst zivotaschopnych a 10 %
oocyst preziva déle nez 400 dni (Robertson et al. 1992, Jenkins et al. 1997). Ve venkovnim
prostfedi vSak nezustava trus tak dlouhou dobu kompaktni a vlivem hnilobnych procesii a
predevsim puisobenim povétrnostnich podminek (teplota a vodnich srazky) dochazi k jeho
rozkladu a uvolnéni oocyst do pidy, piipadné povrchovych vod.

Schopnosti oocyst C. parvum ptezit v pidach o rizné zrnitosti a pii riznych teplotach
se zabyvali Jenkins et al. (2002). Z vyzkumu téchto autor vyplynulo, Ze nejdéle preZivaji
oocysty v pudach s vyssim podilem jilu a tedy s vyssi retencni schopnosti vody (oocysty jsou
malo odolné proti vyschnuti). Druhym souvisejicim faktorem byl podil pisku, se stoupajicim
podilem pisku v pidé¢ a stoupajici teplotou okoli byly oocysty rychleji inaktivovany.

Vysledky Jenkinse et al. (2002) jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Vliv piidy o rizné zrnitosti a teploty piidy na prezivani oocyst kryptosporidii

SloZeni pidy
2 % pisku, 33 % pisku, 80 % pisku,
29 % jilu, 50 % jilu, 14 % jilu,
Teplota
69 % hliny, 16 % hliny, 6 % hliny,
org. uhlik 2,6 % org. uhlik 2,3 % org. uhlik 1,8 %
Odhadnuta 99 % inaktivace C. parvum oocyst (dny)
4°C 2302 622 336
20 °C 4063 2302 1096
30 °C 2228 690 634

Vlivem destovych srazek jsou oocysty z ptidy vyplavovany do povrchovych vod. Mnozstvi
takto odplavenych oocyst je ovlivnéna sklonem ptidy, vegetacni kryt a intenzita destovych
srazek. Vegetacni kryt vyrazné omezuje vyplavovani oocyst. V tabulce 2 je uveden vliv
intenzity destovych srazek a vegetace na vyplavovani oocyst kryptosporidii do povrchnych

vod.
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Tabulka 2. Procento odplaveni oocyst C. parvum pri rizné intenzité destovych srazek
pri rizném sklonu pidy (1,5 az 4,5%).

Intenzita destovych srazek po dobu 44 minut

Povrch pady 25,4 mm/h 63,5 mm/h

Procento odplavenych oocyst

S vegetaci 0,6 az 1,7 % 0,8az27,2 %
Bez vegetace 44 az714,5% 5,3az59 %

Ptezivani oocyst C. parvum v raznych typech vod a pii definované teploté bylo studovano
Robertsonem et al. (1992). Oocysty C. parvum skladované ve tmé v ficni vodé pii teploté 4
°C byly z 99 % inaktivovany za 25 tydnd. Stejny vysledek byl i pii pouziti vodovodni vody.
Naopak oocysty C. parvum uskladnéné v deionizované vodé a v moiské vodé za shodnych
podminek vykazovaly pouze 67 %, respektive 44 % inaktivaci po 25 tydnech uskladnéni.
Vyzkum zabyvajici se zne€iSténim a kontaminaci moiskych vod ukazal, ze pobiezni vody
jsou kontaminované oocystami kryptosporidii (fekalni znecisténi — clovék, domaci a
hospodaiska zvirata), které jsou filtrovany a koncentrovany v télech mékkyst, jejichz
konzumaci (nedostatecné tepelné upravené) dochazi k infekci lidi a motskych savca (Fayer et
al. 2004). Z naSich experimenti vyplynulo, Ze oocysty C. parvum po jednom roce skladovani
ve tmé pii 4 °C v deionizované vodé zlistavaji z vice nez 50 % zivotaschopné a plné infekce
schopné. Naopak oocysty C. andersoni byly za stejnych podminek rychle inaktivovany (80 %
inaktivace po 6 mésicich) a po deviti mésicich skladovani jiz nebyly infekéni pro modelova
zvitata (piskomilové Meriones unquiculatus).

Povrchové zdroje pouzivané v naSich podminkéch pro upravu pitné vody jsou vesmes
kontaminovany Zivotaschopnymi oocystami kryptosporidii. Z pievazujiciho genotypu II C.
parvum mezi typizovanymi izolaty z povrchovych vod usuzujeme, Ze hlavnim zdrojem
kontaminace jsou s vysokou pravdépodobnosti zemédélské podniky, predevsim chovy skotu.
Absence epidemii kryptosporididozy z vody na naSem tzemi mulze souviset se vzacnosti
vyskytu Cryptosporidium hominis u nas. O frekventovanych kontaktech nasi populace
s kryptosporidiovymi antigeny svéd¢i Casta ptitomnost specifickych protilatek v sérech darca
krve, zji§téna nasimi spolupracovniky z SZU.

Jako nevhodny indikator pro stanoveni vyskytu kryptosporidii se ukdzal diive
doporucovany vyskyt Clostridium perfringens. NepovaZzujeme za vhodné, aby se na
pritomnost kryptosporidii vySetfovaly pouze vzorky vody pozitivni na Clostridium.

Naopak velmi slibnou metodou usnadiiujici stanoveni oocyst kryptosporidii na lokalité
je vySetieni vyplachu zaber ptitomnych mlzi. Pro pfipadné rutinni pouziti bude nutné tuto
metodu standardizovat. Oocysty kryptosporidii jsou u¢inné zachycovany na Zabrach mlzi
(Bivalvia), ktefi ziji na vétsin€ lokalit, slouzicich jako zdroj surové vody pro upravu na vodu
pitnou. Nalezy na Zabrach pozitivné koreluji se zachytem kryptosporidii ze vzorkii vod
pomoci klasické primarni filtrace v naSich zafizenich pro odbér vzorkli. VySetfeni zaber
zkoumani velkého objemu vod. Pouziti tohoto indikatoru navic umoznuje nejen zmapovani
okamzitého stavu, ale vypovida o situaci v del§im ¢asovém tseku.

Nejvyznamnéj$im technologickym krokem pro odstranéni oocyst pii Upraveé pitné vody
je dosud piskova filtrace. Rizikovym krokem této metody je predevsim diskontinuita pfi prani
filtrG a pfi opétném zafiltrovani. Recyklace praci vody je moznd pod podminkou kontroly
ptitomnosti oocyst kryptosporidii. Do budoucna je tfeba rozvijet moderni u¢inné metody
odstranovani ¢i devitalizace kryptosporidii, jako je membranova filtrace ¢i osetfeni vody UV
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zafenim. Simulace sluneéniho UV zafeni mélo na oocysty ve vodnim prostiedi pouze
castecny inaktivaéni Gc€inek. Pii expozici UV zafeni o vinové délce 280 - 320 nm po dobu 4
hodin a pfi laboratorni teploté byly oocysty C. parvum z 60 % inaktivovany. Avsak spole¢né
s ptisobenim tepla (45 °C, simulace slune¢niho zafeni v rovnikovych oblastech) byly oocysty
jiz po 2 hodinach expozice 100 % inaktivovany a nebyly infekéni pro neonatalni mysi (vlastni
vysledky). Nékteré mikroorganismy (véetné kryptosporidii) maji opravny mechanismus, ktery
mize opravit poskozenou DNA. Pro deaktivaci takovychto organismi je podle mnohych
studii nutné dosahnout alesponi davky zafeni 40 mJ.cm™. Rochelle et al. 2004 uvadgji, ze
primérna davka 7,6 mJ/cm™ ma 99,9% inaktivaéni Gi¢inek na oocysty kryptosporidii.

Vsechny vlivy popsané vySe vtextu jsou dle naSeho ndzoru vlivy sekunddrnimi.
Hlavnim a nejvyznamnéjsim faktorem, ktery ovlivituje schopnost oocyst kryptosporidii piezit
ve vn&jSim prostiedi je teplota a snad pravé proto je jednim znejvice probddanych
inaktivacnich faktord. V tabulce 3 je uveden vliv riznych teplot potiebnych k inaktivaci
oocyst C. parvum.

Souvisejicim problémem je sekundarni kontaminace potravin oocystami kryptosporidii.
Pokud dojde na jatkach ke kontaminaci masa jsou oocysty C. parvum b&hem standardniho
postup uskladnéni masa z 90.6% inaktivovany (rychlé zchlazeni na -20 °C béhem 60 hod.;
skladovani pfi -20 °C, 21 dni; temperovani 48 hod. na -3 °C a uskladnéni pii 0 °C 10 hod.)
(McEvoy et al. 2004). Oocysty v jogurtové kultufe zlstavaji pii 4 °C Zivotaschopné
minimaln¢ 8 dni (Deng et al. 1999).

Tabulka 3. Vliv teploty na inaktivaci oocyst C. parvum

Teplota Expozice (¢as) Infektivita Citace
-196 °C 10 minut - Sherwood et al. 1982
=
= =70 °C 1 hodina -
g
g -20 °C 8 hodin +
=
(=]
g -20 °C 1 den -
S Fayer et Nerad 1996
Z -15°C 1 den +
=
& o ,
= -15°C 1 tyden -
-10°C 1 tyden +
4°C > 1 rok + Archer et al. 1993
15°C 9 mésicu + Jenkins et al. 2003
=
N
g 18 °C > 6 tydnd + Freire-Santos et al. 1999
-§ 45 °C 20 minut - Anderson 1985
S
2
= 50-55°C 5 minut - Blewett 1989
=
£ 60 °C 5 minut ; Anderson 1985
=y
5]
= 72,5 °C 1 minuta - Fayer 1994
121 °C 10 minut - Archer et al. 1993
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Zavér

Z vySe uvedeného je ziejmé, ze oocysty kryptosporidii, zejména stfevnich druhil
(C. parvum je nejCastéji studovany druh), jsou velmi dobie ptizptisobeny k dlouhodobému
pfezivani ve vn&j§im prostiedi pfi soucasném zachovani infekénosti. Clovék se nejéastéji
infikuje oocystami kryptosporidii kontaktem zvife-¢lovék nebo Eloveék-Clovek a pozienim
kontaminovaného jidla nebo vody. Zdrojem infekce je nejcastéji kontaminovana pitnd voda.
V mnohem mensi mife byly jako zdroje lidskych infekci zjistény nepasterizované mléko,
jogurty, tepelné neupravené masné vyrobky, zelenina nebo mosty. Kontaminované potraviny
a voda uchovavané v chladnicce predstavuji velké riziko infekce (Smith 1993, Millard et al.
1994, Laberge et al. 1996).

Nejvyznamngjsi faktor ovliviiujici Zivotaschopnost a infektivitu oocyst je teplota a
nejvetsiho inaktivaniho u¢inku 1ze dosdhnou pii teplotach pod —20 °C a nad 45 °C pfi
dostate¢né dobé¢ expozice.

Déle zvyzkuma vyplyva, ze stfevni druhy kryptosporidii jsou mnohem Iépe
prizptisobeny k dlouhodobému piezivani v neptiznivym podminkam vnéjSiho prostiedi nez
druhy Zzalude¢ni. To je jednim z diivodid, pro€ jsou tyto druhy kryptosporidii nejcastéjsi
pric¢inou kryptosporidiozy u lidi.

Literatura u autornu
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