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Abstrakt
Vyznam oportunnych patogénov, ktoré su schopné byt pévodcami ochoreni len

v pripade, ak st poskodené prirodzené obranné mechanizmy a je znizend funkcia
imunitného systému, sa zvySuje v dosledku stupajiceho poctu pacientov s HIV
infekciou/AIDS, ako aj dalSich os6b s naruSenym imunitnym systémom, ¢i uz
v dosledku primarnej alebo sekundéarnej imunodeficiencie. V ramci nasej Studie sme na
zistenie vyskytu vybranych oportunnych patogénov — mikrosporidii druhu
Encephalitozoon intestinalis a Enterocytozoon bieneusi, ako aj Cryptosporidium spp.
vySetrili spolu 244 o0s0b. Vzorky stolice boli ziskané od pacientov s HIV
infekciou/AIDS, pravidelne hemodialyzovanych pacientov, zdravych oséb a zdravych
romskych deti. Na diagnostiku mikrosporidii E. intestinalis a E. bieneusi metddou
nepriame] imunofluorescencie sme pouzili monoklonalne anti-E. infestinalis a anti-E.
bieneusi protilatky. Na detekciu kryptosporidii sme pouzili priamu ELISA metddu. Zo
17 vySetrenych pacientov s HIV infekciou/AIDS bolo 17.6 % pozitivnych na E.
intestinalis, 23.5 % na E. bieneusi a 23.5 % na Cryptosporidium spp.. V skupine
hemodialyzovanych pacientov bola detegovana 36.5 % pozitivita na E. infestinalis, 12.2
% pozitivita na E. bieneusi a 1.4 % pozitivita na Cryptosporidium spp. Pri porovnani
relativneho rizika vyskytu sledovanych patogénov medzi skupinou imunodeficientnych
pacientov ako celkom a kontrolnou skupinou zdravych oséb sme zistili, ze riziko
vyskytu E. intestinalis je skoro 8-ndsobné v porovnani s kontrolnou skupinou, v pripade
E. bieneusi je riziko 2.5x vysSie a pri Cryptosporidium spp. skoro 4x vysSie. Odlisna
situdcia nastala pri porovnani skupiny imunodeficientnych pacientov so skupinou
zdravych romskych deti zo segregovanych osad, kde relativne riziko vyskytu E.
intestinalis bolo pre obe skupiny rovnaké, v pripade E. bieneusi bolo skoro o 50 %
niz8ie v prospech pacientov a v pripade Cryptosporidium spp. dokonca o 87 % nizsie
v neprospech romskych deti.

KPacové slova: mikrosporidie, kryptosporidie, imunodeficientni pacienti, rizikové
faktory, prevalencia, incidencia, prevencia.

Uvod

V ostatnom obdobi sa v humdannej populécii ¢oraz CastejSie vyskytuji poruchy
imunitného systému, ktoré so sebou ako dosledok prindsaju infekcie vyvolané
oportinnymi mikroorganizmami. Terminom oportinny sa oznacuje schopnost’
mikroorganizmov, ¢asto aj s pomerne nizkou virulenciou, vyvolat’ zdvazné ochorenie
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pri naruSeni imunity hostitel'a. Oportunne nédkazy mézu vznikat’ nielen pri vrodenych
imunodeficienciach, ale najméa pri zniZenej imunite ¢i uz v désledku ochorenia alebo v
dosledku dlhotrvajicej lieCby imunosupresivnymi preparatmi. Do takejto skupiny
oportinnych nakaz sa svojim charakterom radi aj mikrosporidiéza a kryptosporidioza.

Prvy zdokumentovany pripad infekcie spojenej s mikrosporidiami sa v huménne;j
populacii datuje az v roku 1959. Do roku 1985 bolo popisanych len 10 takychto
pripadov. Medznikom sa stal rok 1985, kedy sa prvykrat detegoval Enterocytozoon
bieneusi u HIV pozitivneho pacienta. Odvtedy boli infekcie sposobené roznymi druhmi
mikrosporidii popisované na celom svete. V st€asnosti je zndmych viac ako 1300
druhov radenych do priblizne 150 rodov, ktoré parazituji u bezstavovcov ako aj u
vSetkych tried stavovcov (Wittner, 1999). VicSina mikrosporidii infikuje ¢lankonozce a
ryby, u cicavcov bolo doteraz popisanych 15 druhov. Medzi najcastejSich
vyvolavatel'ov mikrosporidiovych infekcii uludi patria Enterocytozoon bieneusi,
Encephalitozoon intestinalis, Encephalitozoon hellem a Encephalitozoon cuniculi.

Este doneddvna boli mikrosporidie systematicky radené medzi Protozoa. Na
zéklade identifikacie mitochondridlneho HSP70 génu, ako i zistenia, ze ich bunkova
stena obsahuje chitin, boli v roku 1998 reklasifikované do rise hub — Fungi (Cavalier-
Smith, 1998).

Mikrosporidie spdsobuji u ludi ochorenia viacerych orgdnovych systémov
zahriiujicich C¢revné, oc¢né, ochorenia prinosovych dutin, svalov a obliciek ako
u imunokompetentnych, tak aj u imunodeficientnych pacientov (Weber, 1994).

Pramene mikrosporidiovych nédkaz nie st doposial dostatocne preskimané.
Predpoklada sa, ze najCastejSie st to infikovani l'udia a zvierata, resp. ich telové exkréty,
ktorymi kontaminujt okolité prostredie. Na zéklade zisteni z doteraz diagnostikovanych
pripadov ako 1 z vysledkov experimentalnych prac, sa predpoklada niekol’ko pramenov
nakazy, faktorov prenosu ako i1 spdsobov Sirenia ochorenia v humannej 1 zvierace]
populécii.

Kryptosporidie boli ako povodcovia ochoreni po prvykrat popisané v roku 1976,
kedy Nime a kol. prvykrat popisal kryptosporidiozu u 3-ro¢ného dievcatka trpiaceho
vodnatou hnackou a vomitom, ktoré sa pravdepodobne nakazilo zo studne zasobujuce;j

ich komunitu a zaroven dobytok, ale skuto¢ny sposob nakazy zostal nerozpoznany
(Nime a kol., 1976).

Ojedinelé  pripady  kryptosporidiéz ~ boli  spociatku  hldsené  najmi
u imunokompromitovanych ~ pacientov. = Medicinsky  zdujem z  hladiska
epidemiologického, diagnostického a lieCebného dramaticky vzrastol az po detekcii
kryptosporididzy, ako Zivot ohrozujucej infekcie u pacientov s AIDS.

Posledné dve dekady na rozhrani tisicro¢i zaznamenali expl6ziu popisov novych
druhov rodu Cryptosporidium, doteraz je ich popisanych 18. Z tohoto poctu sa
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v humannej populdcii v sucasnosti popisuje 8 druhov, ktoré su schopné infikovat
¢loveka.

U Tudi kryptosporidie spdsobuji ochorenia gastrointestindlneho a respiracného
traktu ako u imunokompetentnych, tak aj u imunodeficientnych pacientov. Patogenéza
kryptosporidii variruje v zavislosti na druhu parazita, veku a stave imunitného systému
hostitel'a. Sporulujuce oocysty su vylucované infekénym hostitelom stolicou
apravdepodobne aj respiranymi sekrétmi. K  prenosu dochddza hlavne
kontaminovanou vodou a expoziciou infekénymi zvieratami.

Do kategorie rizikovych osob patria pacienti s dysfunkciou imunity, nadorovymi
ochoreniami, pacienti po transplanticidch kostnej drene a solidnych organov, deti
s malnutriciou a cukrovkou (Hunter a kol., 2002). Za vyznamny epidemiologicky faktor
sa povazuje aj sexualne chovanie, ochorenie je castokrat popisované v skupine
homosexualov.

Cielom naSej Studie bolo preto stanovit prevalenciu mikrosporidiozy
a kryptosporididzy v skupine l'udi s naruSenym imunitnym systémom a kontrolnej
skupine imunokompetentnych oséb a na zaklade ziskanych vysledkov stanovit’ relativne
riziko v jednotlivych skupinach imunodeficientnych pacientov v porovnani
s imunokompetentnymi osobami.

Material a metodika
Studovand populdcia

V ramci nasej Studie sme na detekciu mikrosporidii a kryptosporidii vySetrili spolu
244 o0sob, z toho bolo 136 muzov a 108 Zien (Tab. 1).

Vzorky na vySetrenie boli ziskané od pacientov s HIV infekciou/AIDS (skupina 1.),
pravidelne hemodialyzovanych pacientov (skupina II.), zdravych osob, ktoré sa
zucastnili pravidelnej preventivnej prehliadky a neudavali Ziadny z priznakov, ktory by
poukazoval na mozZné infekcie (kontrolné skupina I.) a zdravych romskych deti zijucich
v socialne slabsich podmienkach, v ktorych sa dlhodobo zaznamenava zvyseny vyskyt
sledovanych oportunnych patogénov (kontrolna skupina IL.).

Tab. 1 Pocet vySetrenych 0sob v jednotlivych skupindch podla pohlavia
Skupina Muzi Zeny Spolu
HIV/AIDS pacienti 12 5 17
Hemodialyzovani pacienti 37 37 74
Zdravé osoby 36 34 70
Romske deti 51 32 83
SPOLU 136 108 244

Prvé dve skupiny reprezentovali imunodeficientnych pacientov, dalSie dve
reprezentovali  kontrolné skupiny. Celkovo bolo v skupindch imunodeficientnych

pacientov (L. + IL.) vySetrenych spolu 91 osdb, z ktorych bolo 49 muzov a 42 Zien.
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Laboratorna diagnostika
V ramci vySetrenia boli od sledovanych osob odobraté vzorky stolice na priamu aj

nepriamu diagnostiku na zistenie pritomnosti mikrosporidii a kryptosporidii.

Kazdému pacientovi bola vySetrend stolica za ucelom detekcie mikrosporidii
Enterocytozoon  bieneusi a  Encephalitozoon intestinalis metédou nepriamej
imunofluorescencie za pouzitia Specifickych monoklondlnych protilatok anti-
Enterocytozoon bieneusi a anti-Encephalitozoon intestinalis. Vzorky stolice boli pouzité
zaroven aj na detegovanie Cryptosporidium spp. priamou ELISA metodou.

Stanovenie Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis
Na diagnostiku sme pouzili komerény test (f. Bordier, Switzerland). Jednalo sa

o nepriamy imunofluorescencny test uréeny na stanovenie Entecytozoon bieneusi, resp.
Encephalitozoon intestinalis za pouzitia Specifickych monoklonalnych protilatok.
V pripade pozitivneho vysledku sa spory Enterocytozoon bieneusi javili ako mierne
okruhle fluoreskujuce utvary velkosti priblizne 1.3 x 0.7 um, spory Encephalitozoon
intestinalis ako ovalne fluoreskujuce ttvary vel'kosti cca 1.7 x 1.0 — 1.1 um.

Stanovenie Cryptosporidium spp.
Na detekciu pritomnosti Cryptosporidium spp. priamou ELISA metdodou sme

pouzili komerény test CRYPTOSPORIDIUM (FECAL), (f. Diagnostic Automation,
INC, Calabasas, USA), pomocou ktorého sa kvalitativne deteguje kryptosporidiovy
antigén v stolici vySetrovanej osoby. Za pozitivne sme povazovali vzorky, ktorych
absorbancia bola rovnd, alebo vyssia ako hodnota 0,15 OD.

Statistické spracovanie
Na analyzu ziskanych udajov sme v prvom kroku pouzili zékladnu deskriptivnu

Statistiku a nasledne sme prepocitali relativne riziko vyskytu kryptosporidiového
antigénu, resp. mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi, rtesp. mikrosporidie
Encephalitozoon intestinalis medzi jednotlivymi sledovanymi skupinami.

Vysledky
Z celkového poctu 17 vySetrenych vzoriek v skupine pacientov s HIV

infekciou/AIDS boli na pritomnost’ E. intestinalis pozitivne 3 (17.6%), E. bieneusi 4
(23.5%) a Cryptosporidium spp. 4 (23.5%), (Tab. 2).

Zo 74 vySetrenych vzoriek pravidelne hemodialyzovanych pacientov bolo na E.
intestinalis pozitivnych 27 (36.5%), E. bieneusi 9 (12.2%) a Cryptosporidium spp. 1
(1.35%), (Tab. 3).

Zo 70 vysSetrenych zdravych 0s6b boli na pritomnost’ E. intestinalis pozitivni 3
(4.3%), E. bieneusi 4 (5.7%) a Cryptosporidium spp. 1 (2.8%), (Tab. 2).

Z 83 vysetrenych romskych deti bolo na pritomnost’ E. intestinalis pozitivnych 27
(32.5%), E. bieneusi 26 (31.3%) a Cryptosporidium spp. 36 (43.4%), (Tab. 2).
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Tab. 2 Pocet pozitivnych osob v jednotlivych vySetrovanych skupinach

E. intestinalis E. bieneusi |Cryptosporidium spp.
N % N % N %
HIV/AIDS pacienti 3 17.6 4 23.5 4 23.5
(N=17)
Dialyzovani pacienti 27 36.5 9 12.2 1 1.35
(N=74)
Zdravé osoby 3 4.3 4 5.7 1 2.8
(N=70)
Roémske deti 27 32.5 26 31.3 36 43.4
(N=83)

Pri porovnani relativneho rizika vyskytu mikrosporidie Encephalitozoon
intestinalis medzi skupinou imunodeficientych pacientov ako celkom a kontrolnymi
skupinami [ all sme zistili, Ze toto riziko bolo 7.7, ¢o znamend, ze v skupine
imunodeficientnych pacientov je riziko vyskytu skoro 8-nidsobné v porovnani so
skupinou zdravych osob. Pri porovnani skupiny imunodeficientnych pacientov so
skupinou zdravych romskych deti vSak bolo relativne riziko 1.01, ¢o znamena rovnaké
riziko vyskytu v oboch porovnavanych skupinéch.

Pri porovnani relativneho rizika vyskytu mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi
medzi skupinou imunodeficientych pacientov ako celkom a kontrolnymi skupinami I
all sme zistili relativne riziko 2.5, ¢o znamend, Ze v skupine imunodeficientych
pacientov je riziko vyskytu 2.5-ndsobné v porovnani so skupinou zdravych oséb. Pri
porovnani skupiny imunodeficientnych pacientov so skupinou rémskej detskej
populacie v8ak bolo relativne riziko 0.46, o znamena o polovicu niZsie riziko vyskytu v
skupine imunodeficientych pacientov ako celkom v porovnani so skupinou rémskej
detskej populacie.

Vypocitané relativne riziko vyskytu kryptosporidiového antigénu medzi skupinou
imunodeficientych pacientov ako celkom a kontrolnou skupinou I. bolo 3.8, ¢o
znamena, Ze v skupine imunodeficientnych pacientov je riziko vyskytu skoro 4-nasobné
v porovnani so skupinou zdravych osob. Pri porovnani skupiny imunodeficientnych
pacientov so skupinou rémskej detskej populdcie vSak bolo relativne riziko 0.13, ¢o
znamena o 87% niZSie riziko vyskytu v skupine imunodeficientnych pacientov.

Diskusia
Pod pojmom imunodeficiencia rozumieme nedostato¢nost’ v pocte alebo funkénosti

niektorej zlozky imunitného systému, ktord sa klinicky prejavi zvySenou vnimavost'ou
na infekcie, zvySenim autoimunitnych prejavov alebo lymfoproliferativnym ochorenim.
Vzhl'adom na svoj povod sa delia na primarne a sekundarne.
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Primérne imunodeficiencie (dedi¢né, vrodené), ktorych pric¢inou je chybajuci alebo
defektny gén, pripadne skupina génov, vznikaji v désledku poruchy embryonalneho
vyvoja, enzymového defektu alebo maji nezndmu pricinu.

Naopak sekundarne imunodeficiencie, ktorych vyskyt je ovel'a Castejsi ako vyskyt
primarnych, vznikaji u osob, u ktorych bol imunitny systém spociatku plne funkény, ale
v dosledku posobenia rozliénych nepriaznivych fyzikalnych, chemickych, biologickych
a psychosocialnych faktorov, pripadne v dosledku nedostato¢nej alebo nespravnej
vyzivy ddjde k jeho oslabeniu. Ak posobenie takéhoto nepriaznivého faktoru pominie,
sekundarne imunodeficiencie sa na rozdiel od primarnych zvycajne normalizuj.

V celosvetovom meradle su pric¢inou sekundarne navodenych imunodeficiencii
najmd podvyziva a HIV infekcia. Vo vyspelych krajinach vznikaji najmé v dosledku
iatrogénnych zasahov (operacia, radioterapia, imunosupresivna liecba, stavy po
transplantacii organov a kostnej drene), ale aj ako néasledok alkoholizmu, chronického
stresu alebo po expozicii chemikdliami. Velmi casto su spojené tiez s vekom
(novorodenci, star§i ludia), pouUrazovymi stavmi, nddorovymi a metabolickymi
ochoreniami, chronickymi ochoreniami, opakovanymi infekciami alebo s vyskytom
neobvyklych alebo oportinnych infekénych patogénov (Ciznar, 2006).

Spoloénym znakom mikrosporididzy a kryptosporidiozy, ktorych vyskyt sme
sledovali v naSej Studii je skuto€nost, Ze obe su radené do skupiny oportinnych
infekcii, ku ktorym dochddza v dosledku nezvratného poskodenia imunitného systému,
pri ktorom zanika schopnost’ organizmu reagovat aj na mikroorganizmy, ktoré
u zdravého ¢loveka ochorenia nevyvolavaju.

Mikrosporidie st povazované za organizmy bezne sa vyskytujice v prostredi, co
im umoznuje vyvolat' infekciu potencidlnych hostitelov kdekol'vek na svete.
Mikrosporididza je v humannej populécii rozSirena celosvetovo, tak v rozvojovych, ako
aj vo vyspelych krajinach vSetkych kontinentov s vynimkou Antarktidy (Bryan a kol.,
1999). Z jednotlivych druhov mikrosporidii vyskytujacich sa v humannej populacii
medzi  najCastejSie  diagnostikované druhy patri  Enterocytozoon  bieneusi
a Encephalitozoon intestinalis.

Enterocytozoon bieneusi bol ako novy druh mikrosporidie popisany v roku 1985
a doposial’ patri medzi naj€astejSie diagnostikovant I'udskti mikrosporidiu. Vyskytuje sa
tak v skupine imunodeficientnych, ako aj imunokompetentnych osdb. V skupine HIV
pozitivnych pacientov sa jeho prevalencia v zavislosti od pouZzitej diagnostickej metody
a od typu vySetrovanej vzorky pohybuje v rozmedzi od 0.4% do 50%, v priemere je
okolo 15% (Bryan akol., 1999). Aj ked’ sa vdcSina publikovanych udajov tyka HIV
pozitivnych 0sob, infekcia spdsobend Enterocytozoon bieneusi bola popisand aj u HIV
negativnych jedincov, ktori boli imunokompromitovani v dosledku iného ochorenia
alebo po podavani imunosupresivnej terapie po organovych transplanticiach (Sing
a kol., 2001; Rabodonirina a kol., 2003). Vyskyt tohto patogéna bol tiez zaznamenany
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v skupine imunokompetentnych osob, kde sa ddva do suvisu s tzv. cestovatel'skou
hnackou, najmi v Eurépe (Miiller a kol., 2001).

Encephalitozoon intestinalis bol prvykrat popisany v roku 1991 Orensteinom
a kol. ako jeden z najbeznejSich druhov mikrosporidii infikujicich I'udi. V sucasnosti je
druhou najcastejSie diagnostikovanou l'udskou mikrosporidiou. Vyskyt tohto patogéna
je celosvetovy, hlasené pripady sa tykali tak pacientov s HIV infekciou/AIDS, ako aj
imunokompetentnych o0so6b. Prevalencia sa u HIV pozitivnych T'udi pohybuje
vrozmedzi od 0.9% po 42.8% v zavislosti od pouzitej diagnostickej metody
a pocetnosti vySetrovanej skupiny (Weber a kol., 1999; Rabodonirina a kol., 2003;
Kelly a kol., 1994). Pomerne vysokéa séroprevalencia bola hlasena aj v skupine 300
darcov krvi z Holandska — 8% a tiez v skupine 276 gravidnych zien vo Francuzku — 5%
(Van Gool a kol., 1997).

Oportunny charakter ma aj kryptosporididza — endemickéd zoondza s celosvetovym
rozSirenim. Nakaza postihuje osoby vSetkych vekovych skupin. Symptomy
kryptosporidiovej infekcie su v zdravej populacii potlacené imunitnym systémom
v priebehu 1 az 2 tyzdnov. U imunodeficientnych pacientov sa vSak moze infekcia stat’
chronickou alebo zZivot ohrozujucou. Prevalencia Cryptosporidum spp. v I'udske;j
populacii koliSe od 2.6% do 21.3% v africkych krajindch, od 3.2% do 31.5%
v centralnej a juznej Amerike, od 1.3-13.1% v Azii a od 0.1-14.1% v Eurépe (Ungar,
1990; Fayer, 2004). V skupine deti je vSak epidemiologickd situacia odliSna,
prevalencia je vySSia a to najmd u podvyzivenych deti zijicich v chudobnych
rozvojovych oblastiach s nizkym hygienickym Standardom (Newman a kol., 1999).

V radmci naSej Stidie sme sa zamerali na detekciu mikrosporidiozy
a kryptosporidioézy prave v skupine l'udi s réznym stupiiom imunodeficencie. VySetrili
sme 244 osob, ktoré sme rozdelili do 4 skupin, pricom prvé dve reprezentovali
imunodeficientnych pacientov (pacienti s HIV infekciou/AIDS a pravidelne
hemodialyzovani pacienti) a d’alSie dve reprezentovali kontrolné skupiny.

Aj na zaklade nami dosiahnutych vysledkov méZeme konsStatovat’, Ze riziko vzniku
sledovanych oportinnych infekcii, konkrétne mikrosporididozy vyvolanej druhmi
Encephalitozoon intestinalis a Enterocytozoon bieneusi a kryptosporididozy je vysSie
v skupine imunodeficientnych pacientov v porovnani so zdravou populaciou, ale niZsie,
pripadne rovnaké v porovnani so skupinou romskych deti Zijucich v nevyhovujicich
podmienkach.

Riziko vzniku spominanych infekcii je u romskych deti ovela vysSie jednak
v dosledku samotného charakteru sledovanych ochoreni a cestami prenosu (aj
mikrosporididéza aj kryptosporidiéza su radené medzi ochorenia prenosné fekalno-
ordlnou cestou prejavujuce sa hnackami), ale 1 charakterom a kvalitou byvania.
Specifickost’ byvania rémskych komunit na Slovensku spoéiva v tom, Ze v porovnani
s ostatnymi krajinami strednej a vychodnej Eurdpy Ziji v segregovanych osadach
s nelegalnymi chatr¢ami (zvicsa postavené z dreva, Zelezného odpadu, plechu a d’al§ich

121



ZBORNIK ODBORNYCH A VEDECKYCH PRISPEVKOV PROJEKTOV ZO SF EU

materidlov ziskanych zo skladok odpadu alebo z okolitej prirody), zdevastovanym
prostredim a bez pristupu k zakladnym verejnym sietam — k elektrine, tecticej vode
(vyuzivaju najmi studne alebo potoky), kanalizacii a odvozu komunalneho odpadu, ¢o
ma v mnohych pripadoch vplyv na ich zly zdravotny stav.

Naopak, imunodeficientni pacienti st v naSich podmienkach pod stalym lekarskym
dohl'adom a maju neobmedzeny pristup k adekvatnej terapii nielen zakladného
ochorenia, ale 1 pridruzenych infekcii a komplikacii. V pripade vzniku akejkol'vek
oportinnej infekcie tato byva u nich vo véac¢sine pripadov zachytend a eliminovana uz
v inicidlnom S§tadiu ochorenia, preto sa s klinicky manifestnou mikrosporidiézou
a kryptosporidiézou u nich v sucasnosti stretivame zriedkavo. Aj napriek tymto
skuto¢nostiam, ale na vyskyt oportunnych infekcii v tejto skupine pacientov nesmieme
zabudat’ a v pripade akychkol'vek i neSpecifickych priznakoch sa snazit' o vylucenie
alebo potvrdenie diagndzy s cielom okamzitej terapie v pripade pozitivneho vysledku.
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