JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZEMEDELSKA FAKULTA

AUTOREFERAT DISERTACNI PRACE

RNDr. Michaela Kotkova, DiS

CESKE BUDEJOVICE
2019



Autoreferat disertac¢ni prace

Doktorand: RNDr. Michaela Kotkova, DiS
Studijni program: Zootechnika
Studijni obor: Zoohygiena a prevence chorob hospodarskych zvirat
Nazev prace: Mikrosporidiové infekce vyvolané Encephalitozoon cuniculi genotypem II a III
u imunokompetentnich a imunodeficientnich hostitelt
Skolitel: prof. Ing. Martin Kva¢, Ph.D.
Skolitel specialista: RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.
Oponenti: doc. Ing. Oleg Ditrich, CSc. (Jihodeské univerzita v Ceskych Budgjovicich)
doc. Ing. Jaroslav Vadlech, Ph.D. (Ceska zemé&délska univerzita v Praze)

RNDr. Pavlina Tinavska, Ph.D. (Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s.)

Obhajoba disertacni prace se kona dne 20. 09. 2019 v 10 hodin v mistnosti Védecké rady ZF
JU, pavilon M.
S disertagni praci se lze sezndmit na studijnim oddé&leni Zemédélské fakulty JU v Ceskych

Bud¢jovicich.



SEZNAM IMPAKTOVANYCH PUBLIKACI
Diserta¢ni prace vychazi z téchto publikaci:

Kotkova, M., Sak, B., Hlaskova, L., Kvétonova, D., Kva¢, M., 2018. Evidence of

transplacental transmission of Encephalitozoon cuniculi genotype Il in murine model.

Exp Parasitol 193: 51-57.

Kotkova, M., Sak, B., Kva¢, M., 2018. Differences in the intensity of infection caused by
Encephalitozoon cuniculi genotype I and III - Comparison using quantitative real-time

PCR. Exp Parasitol 192: 93-97.

Sak, B., Kotkova, M., Hlaskova, L., Kva¢, M., 2018. Limited effect of adaptive immune

response to control encephalitozoonosis. Parasite Immunol 39: €12496.

Kotkova, M., Sak, B., Hlaskova, L., Kvac, M., 2017. The course of infection caused by
Encephalitozoon cuniculi genotype Il in immunocompetent and immunodeficient mice.

Exp Parasitol 182: 16-21.

Dodatek:

Kotkova, M., Sak, B., Kvétonova, D., Kvac, M., 2013. Latent microsporidiosis caused by
Encephalitozoon cuniculi in immunocompetent hosts: a murine model demonstrating the
ineffectiveness of the immune system and treatment with albendazole. PloS One 8&:

e60941.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30201451
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30201451
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30075234
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30075234
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30075234
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29032596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29032596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28942047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28942047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kotkova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23593356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sak%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23593356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kvetonova%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23593356
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kvac%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23593356

PRACE VZNIKLA ZA PODPORY NASLEDUJICICH GRANTU

GACR 14-20684S - Latent microsporidiosis of immunocompetent individuals: ticking time-

bomb threatening human health (2014-2016; fesitel RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.)

GACR 17-12871S - Elucidation of different virulence and drug resistance of genotypes of
Encephalitozoon cuniculi using murine model (2017-2019; teSitel RNDr. Bohumil Sak,
Ph.D.)

GAJU 002/2016/Z - Genetic, animals heath and product quality as basis of competitiveness
(2016-2018; tesitel: prof. Ing. Martin Kva¢, Ph.D.)



ANOTACE

Mikrosporidie jsou obligatni jednobunécni intracelularni paraziti, jez maji unikatni zptisob
vstupu do hostitelskych bunck. Prvni mikrosporidii, kterd byla detekovana u savci, byl
Encephalitozoon cuniculi, ktery ma Siroké hostitelské spektrum, infikuje celou fadu hostitelskych
bun¢k a je tak nalézan ve vétSin€ tkani. Pomoci experimentalnich infekci riznych kment
imunokompetentnich a imunodeficitnich mysi byl sledovan pribéh akutni a chronické infekce
zpuisobené riznymi genotypy mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi s cilem osvétlit vznik
dosud opomijené latentni mikrosporidiézy u imunokompetentnich hostiteli a jeji rozsah. Dale
byla pomoci experimenti s CD4 a CD8 knockout mySmi pifezkouména role jednotlivych
subpopulaci lymfocytt (CD4+ a CD8+) v protektivni imunité proti E. cuniculi a zaroven u nich
byla posuzovana uc¢innost 1écby albendazolem. Ziskana data pfispéla k objasnéni potencialniho
nebezpeci latentnich mikrosporidiéz vyvolanych E. cuniculi, ktera maze predstavovat riziko pro
prijemce organti pochazejicich od infikovanych darct.

Nedilnou soucasti prace bylo studium transplacentarniho pfenosu mikrosporidii z matky
na plod, které pfineslo odpovédi na otazku rizik spojenych s prenatdlnimi infekcemi plodi u

chronicky infikovanych matek.

ANNOTATION

Microsporidia are obligate, unicellular intracellular parasites that have a unique way of
entering the host cells. Encephalitozoon cuniculi was the first microsporidia found in mammals.
This parasite has a broad host spectrum, infects a variety of host‘s cells and is found in most
tissues of an infected individual. The course of acute and chronic infections caused by various
genotypes of Encephalitozoon cuniculi was investigated by using different strains of mice. The
aim of this study was to clarify the origin and extent of neglected latent microsporidiosis in
immunocompetent hosts. Furthermore, the role of individual lymphocyte subpopulations (CD4+
and CD8+) in protective immunity against microsporidia was examined using CD4 and CD8
knockout mice experiments, and also the efficacy of treatment with albendazole was studied. The
obtained data help to elucidate the potential danger of latent microsporidiosis, which may pose a
risk to recipients of organs from infected donors in human medicine.

A considerable part of this thesis was the study of transplacental transmission of microsporidia
from mother to a fetus, which answered the question about the risks associated with prenatal

infections of fetuses in chronically infected mothers.



SOUHRN

Tato disertani prace se zabyva studiem prubéhu infekce zpiisobené mikrosporidii
Encephalitozoon cuniculi genotyp 1l a III u vybranych imunokompetentnich a
imunodeficitnich kmend mysi. Mys$i byly infikovany davkou 1x107 spor E. cuniculi genotyp
IT nebo III ato per ordln¢ nebo intraperitonealné. Vybranym skupindm mysi jednotlivych
kmenii bylo po dobu dvou tydnii denné¢ perordlné podavano lécivo albendazol. VSechna
zvitfata zafazend do experimentl byla denné individuadlné vySetfovdna na pfitomnost
mikrosporidii v trusu po dobu ~91 dni po infekci. Byla sledovéna prepatentni a patentni
perioda, a doba pfezivani jednotlivych kmenti mysi. Orgény a télni tekutiny ziskané pii
kazdotydenni pitvé byly vySetfeny pomoci nested PCR na ptitomnost specifické DNA
mikrosporidii, a pomoci real-time PCR byla stanovena parazitarni zatéz organizmu.

Experimenty prokéazaly, Ze priubéh infekce nezavisi pouze na imunologickém stavu
hostitele, ale také na genotypu mikrosporidie E. cuniculi. Encephalitozoon cuniculi genotyp
IIT mél oproti genotypu II rychlejsi nastup infekce. Jiz prvni tyden po infekci byly vSechny
organy pozitivni na piitomnost parazita. Zaroven pocet pozitivnich organi béhem celého
experimentu byl vyssi u E. cuniculi genotypu III v porovnani s genotypem II. Pfes tento fakt
se imunodeficitni SCID mysi s infekci zptisobenou E. cuniculi genotypem III dozivaly déle
nez SCID mysi infikované genotypem 11.

Lécba albendazolem zpusobila sniZzeni pocCtu parazith u imunokompetentnich 1
imunodeficitnich mysi, V ptipad¢ 1écby infekce E. cuniculi genotypem II nebylo mozné
parazita detekovat pomoci konvenéni PCR, nicméné po navozené imunosupresi doSlo k
op€tovnému rozsiteni infekce. U imunodeficitnich my$i doslo diky 1é€bé albendazolem pouze
k prodlouzeni zivota hostitele o né¢kolik tydna.

Pomoci real-time PCR bylo zjisténo, Ze zatiZzeni jednotlivych orgdnti mikrosporidii E.
cuniculi genotyp III je o tad vyssi nez v pripadé infekce genotypem II. Zaroven byl zjistén
rozdil v pribéhu Sifeni infekce do jednotlivych organt. U BALB/c mysi infikovanych E.
cuniculi genotypem II a SCID mysi infikovanych E. cuniculi genotypy Il a III byly v prvnim a
druhém tydnu po infekci infikovany pfevazné organy gastrointestnindlniho traktu (dale jen
GIT). V nasledujicich tydnech doslo k pfesunu infecke a vice byly infikovany orgdny mimo
GIT. BALB/c mysi infikované E. cuniculi genotypem III mély vyvazené rozlozeni vyskytu
parazita vzhledem ke srovnani GIT vs. organy mimo GIT po celou dobu sledovani.

Z experimentll s knockout mySmi vyplyva dllezitost bun&né imunity v boji proti

mikrosporididze, predev§im CD8 T lymfocyth. Encephalitozoon cuniculi zptsobil u CD8



knockout mysi vazné onemocnéni, jez se projevilo Sifenim parazita do vétSiny organl a
umrtim hostitele osmy tyden po infekci. CD4 knockout mysi infekci ptezivaly, nicméné
v chronické fazi infekce zlstavaly mikrosporidie diseminované v mnoha organech.

Vysledky experimentl zjiStujicich moznost transplacentalniho pienosu mikrosporidii u
my$i byly negativni aZ na dvé vyjimky. V prvnim piipadé doSlo k nalezu mikrosporidii u
SCID mléadat, kterd byla ponechana az do 3. tydne zivota u nahradni neinfikované matky.
Mikrosporidie se byly také detekovany u imunosupresovanych (Depo-medrol) BALB/c

mlad’at. Z téchto vysledkl vyplyva, ze k pfenosu mikrosporidii pfes placentu dochazi.



SUMMARY

This thesis focus on the study of the course of infection caused by Encephalitozoon
cuniculi genotype II and III in selected immunocompetent and immunodeficient strains of
mice. Mice were orally or intraperitoneally infected with 1x107 spores of E. cuniculi genotype
IT or III. Treatment of microsporidial infection was performed using albendazole. Albendazole
was orally administered to selected groups of several strains of mice daily for two weeks. All
experimental animals were individually examined for microsporidia in faeces daily for ~ 91
days post infection. The prepatent and patent period, and the survival time of different mice
strains were monitored. Organs and body fluids obtained at weekly necropsy were examined
by nested PCR for the presence of microsporidia, and the parasitic burden of the organism
was monitored by real-time PCR.

Experiments had shown that the course of infection does not only depend on the host's
immunological status, but also on the E. cuniculi genotype. Encephalitozoon cuniculi
genotype III had a faster onset of infection than in case of infection caused by genotype II. All
organs were positive for the presence of specific DNA of the parasite since the first week after
infection. Simultaneously, the number of positive organs throughout the experiment was
higher in infection caused by E. cuniculi genotype I1I than in these with genotype II infection.
Despite this fact, immunodeficient SCID mice infected with E. cuniculi genotype III survived
longer than SCID mice with genotype Il infection.

Treatment with albendazole in immunocompetent mice caused reduction of the amount of
parasite. In case of E. cuniculi genotype II infection, the parasite could not be detected by
conventional PCR. In immunodeficient mice, treatment with albendazole only prolonged the
host's life for several weeks.

Parasitic load of organs were ten times higher in case of infection caused by E. cuniculi
genotype III than in mice infected by genotype II. There was a difference in the distribution of
E. cuniculi genotype 11 in BALB/c mice and E. cuniculi genotype II and III in SCID mice in
body. The organs of gastrointestinal tract (GIT) were predominately infected in the first and
second weeks after infection. Since third week the infection were spread mostly to organs
outside of the GIT. BALB/c mice infected with E. cuniculi genotype III had a balanced of
parasite distribution throughout the duration of monitoring.

Experiments with knockout mice indicate the importance of cellular immunity in the fight
against microsporidiosis, especially the importance of CD8 T cells. Encepahlitozoon cuniculi

caused serious disease in CD8 knockout mice, manifested by the spreading of the parasite into



most organs and the death of the host 8 weeks post infection. CD4 knockout mice survived
the infection, but microsporidia remained disseminated in many organs in the chronic phase
of infection.

The results of experiments investigating the possibility of transplacental transfer of
microsporidia in mice were negative except for two events. In the first case, microsporidia
were found in the SCID cubs, which were kept until the third week of their life in an
uninfected substitute mouse-mother. Microsporidial infection was also detected in BALB/c
cubs, which were administred by immunosuppressant Depo-medrol. This resulted into the
creation of appropriate conditions for the proliferation of microsporidia. Our results showed

that the placental transfer of microsporidia occurs.



UvVOD

Mikrosporidie jsou obligatni jednobuné¢ni intraceluldrni paraziti fazeni do samostatného
kmene Microsporidia pattici do fiSe hub, Fungi (Weber a kol., 1994; Hirt a kol.,1999). Tyto
organismy jsou charakterizovany vytvarenim malych a ve volném prostfedi odolnych spor,
jez maji unikatni zpisob vstupu do hostitelskych bunck. Jsou to eukaryota majici jadro, déleni
chromosomil a vnitini cytoplasmaticky membranovy systém. Naproti tomu postradaji Golgiho
aparat, centrioly, peroxisomy a mitochondrie, které jsou nahrazeny mitochondriim podobnou
organelou, zvanou mitosom (Vavra, 2005). Nicméné, jejich zjevnd jednoduchost je pouze
sekundarni znak odvozeny od adaptace na vnitrobunécny parazitismus.

Mikrosporidie zahrnuji pfes 1200 druhl infikujicich Sirokou S8kalu hostitell od
bezobratlych pies ryby az po savce vcetn€ primati a lidi (Canning a Hollister, 1992; Snowden
a kol., 1998; Didier a kol., 2000). Od roku 1959, kdy byl popséan prvni piipad lidské
mikrosporididzy, bylo popsano 17 druhi infikujicich ¢lovéka (Didier a kol., 2004). Prvni
mikrosporidii, jez byla nalezena u savct byl Encephalitozoon cuniculi. Zaroven byla prvni
mikrosporidii, jez se podafilo pievést do bunécné kultury (Shadduck, 1969). Diky tomu se stal
E. cuniculi nejlépe prostudovanym druhem mikrosporidii.

Encephalitozoon cuniculi infikuje Siroké spektrum hostitelskych bunék zahrnujici
makrofagy, epitélie, cévni endotélie, buiiky ledvinnych kanalkd a ostatni typy bunék. Je tak
nalézadn ve vétSin¢ tkani s predilekci v mozku, plicich a ledvindch (Gannon, 1980). U
imunokompetentnich jedincii s plné vyvinutym imunitnim systémem je popisovanad kratka
akutni faze projevujici se predevsim prijmem, jez ndsledné piejde v asymptomatickou
infekci. V tad€ ptipadi nejsou v akutni fazi Sifeni parazita v téle hostitele detekovany zadné
klinické ptiznaky. Naproti tomu u imunodeficitnich jedinct pfetrvava klinicka forma s
chronickymi prijmy, jez vedou k malabsorpci a naslednému celkovému zhorSeni zdravotniho
stavu (Weber a kol., 1992). Navic, u téchto pacientli byly popsany dalsi klinické ptiznaky
onemocnéni véetné encefalitidy, keratokonjuktivitidy, nefritidy a hepatitidy (Cali a kol., 1991;
Weber a kol., 1994; De Groote a kol., 1995; Mertens a kol., 1997; Didier a kol., 1998).
Diseminace infekce do rlznych c¢asti téla hostitele je umoZnéna schopnosti tohoto druhu
mikrosporidie infikovat a mnozit se uvnitt makrofagt, které jim zaroven slouZzi jako dopravni
prostiedek v téle hostitele (Mathews a kol., 2009). Piestoze se jedinec muze infikovat celou
fadou zpusobil, pozfenim kontaminované potravy a vody, nebo inhalace spor ptfedstavuje
nejvyznamnéjsi z nich (Cotte a kol., 1999; Thurston-Enriquez a kol., 2002; Didier a kol.,
2004).



Nejméné prozkoumand, ovSem neméné dilezitd cesta pienosu mikrosporidii rodu
Encephalitozoon je transplacentalni ptenos. Pfenos infekce z matky na potomka pies placentu
byl popsan u hlodavci, kralika, koni, masozravch (u pst a liSek) a primati vyjma Clovéka
(Snowden a kol., 1998; Snowden a Shadduck 1999). U vSech téchto skupin zvifat byla
pfitomnost mikrosporidii u mlad’at, jeZ se narodila pfirozené¢ nebo experimentalné
infikovanym matkam, zjistovana predevsim serologicky a/nebo histopatologicky. Rozséhlé
léze predev§Sim na mozku, ale 1 vledvinach a na plicich zplsobené mikrosporidiemi,
porodu (Innes a kol., 1962; Owen a Gannon, 1980; Baneux a Pognan, 2003; Mathis a kol.,
2005).

Priibéh mikrosporidiové infekce zdvisi pfedev§im na stavu imunitniho systému hostitele.
Zatimco u imunokompetentnich mysi infikovanych E. cuniculi dochéazi k latentni infekci s
asymptomatickym pribéhem (Gannon, 1980; Niederkorn a kol., 1981), u imunodeficientnich
hostitelti jako jsou athymické nebo mysi s té¢Zkou kombinovanou imunodeficienci (SCID) se
rozvine akutni az letdlni onemocnéni (Schmidt a Shadduck, 1984; Koudela a kol., 1993).
Podobna variabilita v pribéhu infekce byla zaznamenana 1 u lidi: u jedinct s pln€ vyvinutym
funkénim imunitnim systémem probihd infekce nejcastéji asymptomaticky, zatimco u
imunodeficientnich pacienti se rozvine chronicky prijem vedouci k malabsorpci a
diseminované infekci (Kotkova a kol., 2013).

Studium imunologické odpovédi proti mikrosporidiovym infekcim jsou zalozeny na
experimentalni infekei riznych kment mysi. Pocatecni studie ukazovaly, ze prab¢h infekce je
zavisly pfedevs§im na imunologickém stavu hostitele — u imunokompetentnich mysi zistavaji
infekce asymptomatické s piechodem do latentni faze, zatimco u imunodeficitnich hostitel
propukne infekce v akutni a velmi Casto ve fatalni onemocnéni (Gannon, 1980; Niederkorn a
kol., 1981; Schmidt a Shadduck, 1983; Koudela a kol., 1993). Nasledné studie byly zalozeny
na zjiStovani protektivni role jednotlivych slozek humoralni i bunééné imunity v boji proti
mikrosporididze. Hlavni roli hraji INF-y a IL-12, coz bylo tspésné demonstrovano pomoci
experimentl s adoptivnimi pfenosy imunnich buné€k za pouziti SCID nebo athymickych mysi
(Hefmanek a kol., 1993; Braunfuchsova a kol., 1999; Salat a kol., 2004; Sak a Ditrich, 2005).
Byl také popsan vyznam jednotlivych subpopulaci T lymfocytl za pouziti knockout kmenti
mys$i, se zdiraznénim role cytotoxickych CD8+ T lymfocyti (Khan a kol., 1999; Moretto a
kol., 2000; Sak a kol., 2006).

Chemoterapie mikrosporidioz je omezena pouze na nékolik 1é¢iv zahrnujicich albendazol a

fumagilin, které jsou alespont Castecné U¢inné a redukuji pocet paraziti (Didier, 2005).



Albendazol a jeho derivaty se vazou k tubulinu v téle paraziti, brani jeho polymeraci a to
nasledné vede k rozvratu metabolizmu a smrti parazita. Lécba lidskych mikrosporididlnich
infekci zpusobenych rodem Encephalitozoon pomoci albendazolu ukazala vyrazné zlepSeni
piiznakii onemocnéni a postupnou likvidaci parazita ve vSech organech (Molina a kol., 1995).
Ovsem recentni vysledky zpochybiiuji 100% ucinnost albendazolu (Kotkova a kol., 2013).
Mikrosporidie rodu Enterocytozoon jsou na albendazol malo citlivé, proto jako 1ékem prvni
volby je v tomto piipadé¢ fumagilin. Je to antibiotikum z houby Aspergillus fumigatus, které
pouzivaji piedev§im vcelaii pro 1écbu vceli nosematdzy. Pro lidsky organizmus je vSak
toxicky a mize zplsobovat trompocytopenii a neutropenii.

Vzhledem k tomu, ze do soucasné doby byl vyzkum zaloZen pouze na prezivani
hostitele a persistence mikrosporidii u imunokompetentnich jedincti byla také opomijena, je
tato prace zaméfena predevSim na studium latentni mikrosporididozy a ucinnosti 1écby
albendazolem. Samostatnou kapitolou, i kdyz svou podstatou navazuje vyzkum latentni
mikrosporididzy, bylo studium transplacentarniho pienosu mikrosporidii z matky na plod,
které ptineslo odpovédi na otazku rizik spojenych s prenatalnimi infekcemi plodii u chronicky

infikovanych matek.



CILE PRACE

Cilem této prace bylo komplexni studium infekci vyvolanych dvéma genotypy
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi u imunokompetentnich a imunodeficitnich hostitelt

(hlodavct) a dale studium mozného kongenitalniho pfenosu mikrosporidii z matky na plod.

Diléi cile:

1) charakterizace pribéhu infekci zpiisobenych Encephalitozoon cuniculi genotypem II a
genotypem III u experimentaln¢ infikovanych hostitel (hlodavct);

2) zjisténi ucinnosti lécby albendazolem u SCID a BALB/c mysi infikovanych E.
cuniculi genotypem III;

3) zjisténi ucinnosti lécby albendazolem u C57Bl/6 mysi, CD4 a CD8 knockout mysi
infikovanych E. cuniculi genotypem II;

4) pomoci metody RT-PCR zjistit skute¢nou parazitarni zatéz hostitelského organizmu;

5) studium transplacentarniho ptenosu E. cuniculi u imunokompetentnich i

imunodeficitnich hostitelt.



SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUZE

Mikrosporidie jsou pozoruhodné parazitujici mikroorganizmy, které fascinuji védce jiz
témet dvé stoleti. Mikrosporidie mohou infikovat jak bezobratlé, tak obratlovce, u kterych
zpusobuji celou fadu onemocnéni od skrytych infekci az po masivni poskozeni hostitelského
organizmu, které¢ ¢asto konci smrti.

Od roku 1959, kdy byla diagnostikovana prvni mikrosporidie u ¢loveéka, bylo popsano
17 druhti infikujicich ¢lovéka, které u imunodeficitnich jedinct zptisobuji mnohem vaznéjsi
zdravotni problémy ve srovnani s imunokompetentnimi jedinci (Didier a kol., 2004).
Encephalitozoon cuniculi, jako prvni mikrosporidie identifikovana u savce a zaroven prvni
mikrosporidie, kterd byla uspé$né izolovand a dlouhodobé kultivovand v bunécéné kultute,
patii mezi nejlépe prostudovany druh mikrosporidie. Podle poctu kratkych opakovani v ITS
rRNA regionu jsou rozliSovany Ctyfi rizné (ne vSak pfisné hostitelsky specifické) genotypy E.
cuniculi (Didier a kol., 1995b; Talabani a kol., 2010).

Vétsina z toho, co je zndmo o biologii savéi mikrosporidiozy je primarné zaloZzeno na
studiu mikrosporidie E. cuniculi genotyp II, kterd je hojn€ vyuZzivana pro experimentdlni
infekce. Priibéh infekce zptisobené E. cuniculi genotyp Il zavisi predevS§im na imunologickém
stavu hostitele, coz bylo uspésné¢ dokazano na mysich modelech (Sak a Ditrich, 2005; Sak a
kol., 2006; Kotkova a kol., 2013). Zatimco u imunokompetentnich mysi infikovanych E.
cuniculi genotyp Il se rozvinula latentni infekce, kterd zistala asymptomaticka dokud bylo
mnozeni parazita a imunitni odpoveéd’ hostitele v rovnovaze (Gannon, 1980b; Niederkorn a
kol., 1981; Kotkova a kol., 2013), u imunokomprimovanych mysi, jako jsou SCID nebo
athymické nu/nu mysSi, se po infekci rozvinula akutni a vétSinou letdlni mikrosporidioza
(Schmidt a Shadduck, 1984; Koudela a kol., 1993; Kotkova a kol., 2013).

Na zéklad¢ literarnich dat a naSich experimentti se ukézalo, Ze jednotlivé genotypy E.
cuniculi se vyznamn¢ lisi v pribehu infekce, v odpovédi na 1é¢bu albendazolem, ale také v
ruzné toleranci hostitele na parazitarni zatéz (Hofmannova a kol., 2014; Kotkova a kol.,

2017). Ovsem mechanizmus této tolerance zatim ziistava neznamy.



Pribéh infekce zpiisobené mikrosporidii Encephalitozoon cuniculi genotyp II1 u

imunokompetentnich BALB/c a imunodeficitnich SCID mySi

Zatimco E. cuniculi genotyp Il ve vétSing ptipadl zptisobuje asymptomatickou latentni
formu infekce (Kasickova a kol., 2009; Neumayerova a kol., 2014), E. cuniculi genotyp III se
zda byt mnohem agresivnéjsi a infekce zplisobené timto genotypem casto vedou ke smrti i
imunokompetentniho hostitele (Juan-Sallés a kol., 2006; Hofmannova a kol., 2014; Meng a
kol., 2014). Vysledky naSich experimentii ukdzaly, Ze infekce vyvolana E. cuniculi genotyp
IIT ma rychly néstup se Sifenim parazita do vSech organt jiz tyden po infekci, ale hostitel
prezival a m¢l jen velmi mirné klinické ptfiznaky onemocnéni. Zajimavé jsou vysledky u
imunodeficitnich SCID mys$i; zatimco infekce zpusobena E. cuniculi genotyp 11 byla
charakterizovana postupnym narstem poctu infikovanych orgént a smrti hostitele v dobé,
kdy vSechny organy byly pozitivni na pfitomnost mikrosporidii (cca 33. den po infekci)
(Kotkova a kol., 2013), infekce zptisobena E. cuniculi genotypem III se jiz tyden po infekci
rozsifila do vSech orgdnl a tento stav zilistal aZz do smrti hostitele, cca 39. den po infekci.
Prekvapivé je, ze ptes rychlou expanzi E. cuniculi genotypu III a postizeni vice organt, se
mys$i dozivaly déle nez mysi s infekcei zplisobenou E. cuniculi genotypem I1. Zda se, ze pieziti
myS$i neni zavislé na parazitarni zatézi, ale mnohem pravdépodobnéji bude zéaviset na
genotypu E. cuniculi. Ptedpokladame, ze E. cuniculi genotyp III aktivuje odliSnou C¢ést
imunitniho systému nez E. cuniculi genotyp II. Muze to byt zplisobeno adaptaci parazita,
ktery tak transformuje imunitu k méné efektivni odpovédi, coz nasledné¢ miize mit vliv na
imunodeficitnich mysi jsou NK buiiky, ale to je otazka dalSich vyzkumii.

Chemoterapie mikrosporidioz je omezena pouze na nékolik 1éCiv zahrnujicich
albendazol a fumagilin, které jsou alespoil ¢aste¢né G¢inné a redukuji pocet paraziti (Didier,
2005). Albendazol a jeho derivaty se vazou k tubulinu v téle parazitd, brani jeho polymeraci a
to nasledné vede k rozvratu metabolizmu a smrti parazita. Lécba lidskych mikrosporididlnich
infekci zpusobenych rodem Encephalitozoon pomoci albendazolu ukazala vyrazné zlepSeni
ptiznakli onemocnéni a postupnou likvidaci parazita ve vSech organech (Molina a kol., 1995,
Ditrich a kol., 2011). OvSem recentni vysledky zpochybnuji 100% ucinnost albendazolu
(Kotkova a kol., 2013), kdy experimentalni imunosuprese BALB/c mysi, které byly po 1é¢bé
albendazolem negativni na pfitomnost mikrosporidii, vyvovala opétovné rozsifeni parazita do
nékolika organd. Mikrosporidie rodu Enterocytozoon jsou na albendazol malo citlivé, proto

jako lékem prvni volby je v tomto pfipadé fumagilin. Je to antibiotikum z houby Aspergillus



fumigatus, které pouZzivaji pfedevSim vcelaifi pro 1écbu vceli nosematdzy. Pro lidsky
organizmus je vSak toxicky a mlize zplsobovat trompocytopenii a neutropenii.
Encephalitozoon cuniculi genotyp III vykazuje zvySenou rezistenci proti
principialnimu puasobeni albendazolu. Nejenom Ze 1écba pomoci albendazolu nevedla
k eliminaci parazita ze vSech orgéni, jako tomu bylo v ptipad€ E. cuniculi genotyp II, ale
navic pocet pozitivnich organti opét vzrostl okamzit¢ po ukonceni lécby. U
imunokompetentnich SCID mysi vedla 1é¢ba k prodlouzeni Zivota o cca 37 dni, v pfipadé Ze
1écba byla zapocata 14. den po infekci. Lécba infekce u SCID mysi od 28. DPI zptisobila

pouze vymizeni parazita z zaludku a z krve. Zaroveinl prodlouzila dobu pieZiti mys$i o 17 dni.

Porovnani parazitarni zatéZe organizmu pouZitim metody qRT-PCR

Mikrosporidie byvaji popisovany jako pomalu plsobici patogeny, a tedy méné
virulentni nez jiné skupiny patogenii. Nicméng¢, jak je uvedeno vyse, jsou schopny se uspésné
mnozit ve vhodném hostiteli na enormni mnoZzstvi bez jakychkoliv zjevnych znamek infekce
u imunokompetentnich hostitelii, coz ukazuje, ze vysoka infekcnost, vysoka patogenita nebo
oboji nemusi nutn¢ odpovidat trovni dopadu mikrosporidii na hostitelsky organizmus.
hostitele (Braunfuchsové a kol., 2001; Salat a kol., 2006) a skute¢na parazitarni zatéz nebyla
doposud zkoumana. Na zaklad¢ naSich vysledkl kvantifikace mnozstvi spor v jednotlivych
organech béhem infekce byl u imunokompetentnich BALB/c myS$i zjistén progresivni pritbéh
charakterizovany Sifenim mikrosporidii do téméf vSech organ s maximalnim dosazenym
poétem 3,8 x 108 spor na 1 g tkané v ptipad€ E. cuniculi genotypu I, a 3,6 x 10° sporna 1 g
tkan¢ v ptipad¢ E. cuniculi genotypu III. Kromé toho, hodnoceni vzorkli pomoci RT-PCR
potvrdilo omezenou uc¢innost albendazolu. Tato metoda odhalila pfitomnost mikrosporidii v 5
ze 17 vySetfenych tkani a té€lnich tekutin (nepublikovana data) u lécenych BALB/c mysi, jez
se zdaly byt zcela negativni po vySetfeni pomoci konvenéni PCR.

Nase vysledky zamétené na experimentdlni infekce imunodeficitnich SCID mysi E.
cuniculi genotypem II nebo III ukazaly rozdilny prubéh infekce a rtznou toleranci
k parazitarni zatézi. Ackoli E. cuniculi genotyp II zptsobil akutni infekci s masivni
diseminaci parazita do mnoha organti s maximem 2,9 x 10'° spor na gram tkané (28. den po
infekci), hodnoceni SCID mysi infikovanych E. cuniculi genotypem III ukédzalo mnohem
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jiz tyden po infekci. Navic absolutni pocet spor ve tkénich byl 10x vétsi ve srovnani E.



cuniculi genotyp 11, tj. 4,9 x 10'! spor na gram tkan¢ (35. den po infekci). Navzdory tomuto

faktu, mysi infikované E. cuniculi genotypem III prezivaly mnohem déle.

Pribéh infekce zpisobené FEncephalitozoon cuniculi genotyp 1II u
imunokompetentnich C57Bl/6 mySi a z nich odvozenych CD4 a CD8 knockout

mySi

Studium imunitni odpovédi proti mikrosporidiim je zaloZzeno ptedevSim na
experimentalnich  infekcich rGznych kmenl mySi. Zpocatku byly vyuzivany
imunokompetentni kmeny mysi BALB/c, C57BL/6, C57BL/10, DBA/1, DBA/2, 129/ a
AKR (Niederkorn a kol., 1981). Dal§im milnikem v rdmci imunoparazitologie bylo vyuziti
hostiteld s riznymi defekty imunitniho systému - athymické mysi (Schmidt a Shadduck 1983,
1984; Didier a kol., 1994) a mysi s tézkou kombinovanou imunodeficienci SCID (Koudela a
kol., 1993, Salat a kol., 2001) a nésledovaly experimenty s kmeny mysi, jez mély defektni
geny pro syntézu konkrétnich cytokini (IFN-y, IL-12) nebo defekty funkéné vyznamnych
povrchovych molekul lymfocytd (receptor pro IFN-y, CD4 a CD8 povrchové molekuly)
(Achbarou a kol., 1996, Khan a Moretto, 1999, Khan a kol.,1999, Salat a kol., 2002). Druhym
zpusobem, kterym je posuzovan vyznam konkrétniho imunitniho mechanizmu, jsou adoptivni
prenosy piesné definovanych populaci lymfocyti do SCID mysi pfed naslednou infekci
mikrosporidiemi. Pocate¢ni studie tak ukézaly, Ze chemicky imunosuprimované nebo
geneticky imunokomprimované (SCID a nu/nu) mySi mohou byt zachranény adoptivnim
prenosem aktivovanych T bunék (Hefmanek a kol., 1993; Khan a kol., 1999; Braunfuchsova a
kol., 2001). Data ziskana z experimentd CD4 a CD8 knockout mySmi také ukdazala, ze
cytotoxické CD8+ T lymfocyty jsou zasadni pro ochranu hostitelského organizmu pied
mikrosporidiemi, a Ze jejich aktivace nemusi byt zavisla na CD4+ T lymfocytech (Khan a
kol., 1999; Moretto a kol., 2000).

Protoze CD4 a CD8 knockout mysi jsou vyvinuty z C57B1/6 mysi, pozorovali jsme u
vSech kment stejny pocatecni pribeh infekce, kdy doslo jiz béhem nékolika mélo tydnl po
infekci k diseminaci parazita do vétSiny organt hostitele. U CD4 knockout mysi a C57Bl1/6
byla tato pocatecni faze vystfidana chronickou fazi charakterizovanou persistenci
mikrosporidii v nekterych organech, u CD4 knockout mysi byla vétSina zasazenych organt
mimo gastrointestindlni trakt. U CD8 knockout myS$i se vyvinula letalni mikrosporididza

konCici smrti hostitele cca 57. den po infekci, coz je podstatné déle nez tomu bylo u



imunodeficitnich SCID mysi. Tyto vysledky ukazuji na roli dal$ich imunitnich mechanizmi,
jako jsou CD4+ T lymfocyty, B lymfocyty a cytokiny. Parazitarni zatéz u CD8 knockout mysi
byla 5,27 x 10° spor na gram tkané 35. den po infekci a u CD4 knockout mysi 1,19 x 103 spor
na gram tkané 28. den po infekci, coz naznacuje, Ze preziti hostitele neni zavislé pouze na
snizeni mnozstvi spor. Tento vysledek podporuje zdkladni koncepci o ucinnosti bunécné
imunity (pfedev§im CD8+ T lymfocytl) v obrané€ proti mikrosporididze.

Aplikace albendazolu vedla u C57Bl/6 a CD4 knockout mysi k vymizeni parazita ze
vSech organu tyden, respektive 3 tydny po ukonceni 1é¢by. Aplikace albendazolu infikovanym
CDS8 knockout my$im vyustilo ve vymizeni mikrosporidii z mnoha organii jeden tyden po
ukonceni 1é¢by a v prodlouzeni doby pieziti. Nicmén¢, po tomto docasném ozdraveni diky
1é€be albendazolem se mikrosporidie opét rozsifily do témét vSech organt. AvSak v dobé
ukonceni experimentu (91. den po infekci) mysi stale prezivaly i1 pies masivné rozsifenou

infekei v téle hostitele.

Transplacentalni pienos

Encephalitozoon cuniculi infikuje Siroké spektrum hostitelskych bunck zahrnujici
makrofagy, epitélie, cévni endotélie, buiiky ledvinnych kanalkl a ostatni typy buné¢k. Je tak
nalézan ve vétsing tkani s predilekci v mozku, plicich a ledvinach (Gannon, 1980a; Kotkova a
kol., 2013, 2017; Sak a kol., 2017). Diseminace infekce do rtiznych casti téla hostitele je
umoznéna schopnosti tohoto druhu mikrosporidie infikovat a mnozit se uvniti makrofagu,
které¢ jim zéaroven slouzi jako dopravni prostiedek v téle hostitele (Cotte a kol., 1999).
Ptestoze se jedinec muze infikovat celou fadou zplsobl, pozieni kontaminované potravy a
vody, nebo inhalace spor piedstavuje nejvyznamnéjsi z nich (Cotte a kol., 1999; Thurston-
Enriquez, 2002; Didier a kol., 2004).

Nejméné prozkoumand, ovSem neméné dilezitd cesta pfenosu mikrosporidii rodu
Encephalitozoon je transplacentalni pfenos. Pfenos infekce z matky na potomka ptes placentu
byl popsan u hlodavci, kralikli, koni, masozravct (u pst a liSek) a primati vyjma cloveka
(Snowden a kol., 1998; Snowden a Shadduck, 1999). U vsech téchto skupin zvifat byla
pritomnost mikrosporidii u mlad’at, jez se narodila pfirozené¢ nebo experimentalné
infikovanym matkam, zjiStovana ptredev§im serologicky a/nebo histopatologicky. Rozséhlé

léze pfedevSim na mozku, ale i vledvinach a na plicich zplGsobené¢ mikrosporidiemi
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porodu (Innes a kol., 1962; Owen a Gannon, 1980; Baneux a Pognan, 2003; Mathis a kol,
2005).

Vysledky naSich experimentti, kdy jsme peroralné infikovali SCID a BALB/c mysi a
poté je pripustili v akutni nebo chronické fazi infekce, nebo kdy jsme intraperitonealné
injikovali spory mikrosporidii jiz zabfezlym myS$im, zprvu neprokazaly pfenos mikrosporidii
pres placentu. VysSetieni byly podrobeny jak plody vyjmuté pomoci cisafského fezu, tak
mladd’ata ihned po narozeni. Piestoze matky vykazovaly systémovou mikrosporidiozu,
molekuléarni testy nepotvrdily pfitomnost mikrosporidii v tkanich mlad’at.

Nasledujici experimenty, ve kterych jsme mladdata pienesli ihned po porodu
k nahradni neinfikované matce, jiz ptrenos mikrosporidii ptes placentu prokazaly. Vysetfované
organy SCID mléad’at, jez byla usmrcena az 3. tyden zivota, byly pozitivni na pfitomnost
specifické mikrosporididlni DNA. OvSem u 6 tydna starych mlad’at BALB/c mysi, jez také
byla pfenesena k ndhradni neinfikované matce, nebyla pfitomnost mikrosporidii potvrzena.
Teprve po aplikaci imunosupresiva Depo-medrolu BALB/c mlad’atim (28. a 38. den po
porodu) doslo k vytvoteni piiznivych podminek pro pomnozeni parazita a tim byly v dobé
pitvy pozitivni vSechny vySetfované organy. Je tedy zfejmé, Ze velmi malé mnozstvi spor,
které ovSem neni detekovatelné ani molekularnimi metodami, prochazi ptes placentu a
potfebuji ¢as a podminky pro pomnozeni. Je zde také moznost ochrany mlad’at matetskymi
protilatkami (Owen a Gannon, 1980). Ovsem po jejich vymizeni maji mikrosporide Sanci se

prosadit.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pognan%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12689424

Zavéry

e prab¢ch infekce zavisi nejenom na imunologickém stavu hostitele, ale také na genotypu
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculli

e FEncephalitozoon cuniculi genotyp III ma rychlejsi nastup infekce nez v ptipad¢ E.
cuniculi genotyp II; jiz prvni tyden po infekci jsou vSechny nebo témét vSechny
organy pozitivni na pfitomnost parazita;

e pocet pozitivnich organti je vzdy vyssi u infekcich zplsobenych E. cuniculi
genotypem III, pfesto se imunodeficitni SCID mysi doZivaji déle neZ s infekci F.
cuniculi genotyp II;

e zatiZeni jednotlivych organti mikrosporidii E. cuniculi genotyp III je o fad vyssi nez
v ptipadé€ infekce E. cuniculi genotyp II;

e |écba albendazolem u imunokompetentnich mysi zpiisobi sniZzeni poctu paraziti pod
hranici detekce pomoci konvenéni PCR (jsou-li infikovany E. cuniculi genotypem II),
u imunodeficitnich mysi dojde pouze k prodlouzeni zivota hostitele o nékolik tydnt;

e lécba albendazolem imunokompetentnich BALB/c mysi infikovanych E. cuniculi
genotypem III vedla ke snizeni poctu infikovanych orgénti pouze docasné; dva tydny
po ukonceni 1€¢by dochézi opét k diseminaci parazita v téle hostitele;

e 7z experimentl s knockout mySmi vyplyva dilezitost bunééné imunity, predevsim CD8
T lymfocytd, v boji proti mikrosporidioze;

e transplacentalni pfenos parazita byl prokazan az n€kolik tydnl po narozeni (u mlad’at
SCID mysi) nebo po aplikaci imunosupresiva Depo-medrolu (u mlad’at
imunokompetentnich BALB/c mys$i); z toho vyplyva, Ze k pienosu mikrosporidii ptes

placentu dochazi.



