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Anotace  Zástupci rodu Encephalitozoon jsou obligátní intracelulární parazité z kmene Microsporidia napadící široké spektrum živočichů, včetně člověka. V rámci své dřívější práce (Brlicová, 2017) jsem se zabývala detekcí E. cuniculi u volně žijcích drobných sav-ců. Parazit E. cuniculi byl detekován pomoci single PCR u 1 % vyšetřených vzorků. V rámci této předkládané práce jsem vyšetřila stejné vzorky, ale pomocí metody nested PCR, což je modifikace single PCR, která zvyšuje její senzitivitu a specificitu. Parazité 
Encephalitozoon spp. byl pomocí citivější metody detekován u 10 % vzorků (n = 10). Primery použité v nested PCR však umožňují detekci více mikrosporidiálních parazitů, které se odlišují na základě rozdílné velikosti výsledného produktu. Pro rozlišení jednot-livých druhů rodu Encephalitozoon je nutné provést genotypizaci. Všech deset pozitiv-ních vzorků bylo zasláno na genotypizaci. Podařilo se genotypizovat tři z nich, které byly určeny jako E. cuniculi II. větve. I přes to, že se nepodařilo genotypizovat všechny vzorky, má práce dokazuje, že metoda nested PCR je oproti single PCR citlivější a pro vyšetření tkání na přítomnost parazitů Encephalitozoon spp. vhodnější.  
Klíčová slova: Microsporidia, nested PCR, hlodavci, hmyzožravci, encefalitozoonóza    
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Annotation Members of a genus Encephalitozoon are obligate intracellular parasites of the phy-lum Microsporidia, which affects wild spectrum of animals including human. I have al-ready focused on the topic of the presence of Encephalitozoon cuniculi in wild small mammals. Using single PCR, the parasite was detected in 1 % of the examined tissues.  In this study, I examined the same samples, but using nested PCR method. Nested PCR is a modification of the single PCR that increases the sensitivity and specificity of the reac-tion. Parasite Encephalitozoon spp. was detected in 10 % of the tissues (n=10) using this more sensitive method. However, primers used for the nested PCR allows detection of more microsporidial parasites. The differentiation of the parasites is based on the differ-ent length of the product. However, the distinction of the species of the genus Encepha-

litozoon is only possible when genotyping is performed. All positive samples were sent for genotyping, however genotyping was successful in only three samples. Those sam-ples were identified as E. cuniculi, concretely II. strain of parasite. Athough the other samples were not genotyped, this study confirms, that nested PCR is more sensitive than single PCR and preferable for detection of Encephalitozoon spp. in animal tissues.  
 

Keywords: Microsporidia, nested PCR, rodents, insectivorous, encephalitozoonosis   
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1 Úvod 
Encephalitozoon spp. je parazitický organizmus, který napadá široké spektrum živočichů, včetně člověka. K diagnóze těchto parazitů ze tkání se běžně používá PCR me-toda, pomocí které byly vyšetřeny i vzorky tkání volně žijcícíh hlodavců a hmyzožravců v rámci mé dřívější práce „Encephalitozoon cuniculi u volně žijících drobných savců“ (Br-licová, 2017). Metoda PCR má několik modifikací. Jednou z nich je i nested PCR, která spočívá v provedení dvou na sebe navazujcících PCR reakcí. Nested PCR má zvyšovat senzitivitu a specificitu single PCR reakce. V rámci této práce jsem se proto zaměřila na vyšetření stejných vzorků jako v předchozí práci, ale s využitím nested PCR a genotypi-zace a s možností porovnání citlivosti obou metod.    
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2 Cíle 
Pro svoji práci jsem si stanovila následující cíle: 

• Vyšetřit odchycené drobné savce na přítomnost parazita Encephalitozoon spp. meto-

dou nested PCR a genotypizace 
• Porovnat citlivost nested PCR použitou v této práci s citlivostí single PCR použitou 

v dřívější práci (Brlicová, 2017).    
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3 Literární přehled 
3.1 Taxonomické zařazení 

Mikrosporidie se řadí do domény eukaryotických živočichů. Dříve byl kmen 

Microsporidia řazen mezi prvoky, ovšem na základě přítomnosti chitinu v obalu spory byl 

následně přeřazen do říše hub (Fungi; Garcia, 2002). Rod Encephalitozoon byl poprvé dete-

kován v roce 1922, do rodu Encephalitozoon se řadí čtyři druhy – Encephalitozoon cuniculi, 

E. hellem, E. intestinalis a E. romaleae. E. cuniculi byl poprvé pospán u králíka postiženého 

paralýzou, jednalo se zároveň o první doloženou nákazu savcem zástupcem kmene Microspo-

ridia (Wright a Craighead, 1922). Vzhledem k morfologicky nerozlišitelné stavbě bylo defi-

nování dalších druhů umožněno až molekulární analýzou (Hinney et al., 2016). V roce 1991 

byl poprvé izolován druh E. hellem, a to u tří HIV pozitivních pacientů (Didier et al., 1991). 

E. intestinalis byl popsán v roce 1993 taktéž při izolaci u HIV pozitivních pacientů, ovšemo-

původně pod názvem Septata intestinalis (Cali et al., 1993). K přejmenování došlo až o dva 

roky později, v roce 1995 na základě genetické sekvence, která byla z více než 90 % identická 

se sekvencí další druhů rodu Encephalitozoon (Hartskeerl et al., 1995). Poslední dosud zná-

mým druhem je E. romaleae, který se od ostatních druhů odlišuje větší sporou. Byl popsán 

v roce 2009 u zástupce řádu rovnokřídlých Romalea microptera (Lange et al., 2009). 

Rod Encephalitozoon je charakteristický extrémně krátkým genomem. Nejkratší dosud 

známý eukaryotický genom má E. intestinalis, a to 2,3 Mbp (milionů párů bází; Corradi et al., 

2010). Genom druhů E. hellem a E. romaleae je tvořen 2,5 Mbp, a v případě E. cuniculi se 

jedná o 2,9 Mbp (Katinka et al., 2001; Pombert et al., 2012). Jde o minimum genetické infor-

mace, se kterou je parazitická eukaryotická buňka schopna přežít. Tento genom postrádá me-

tabolické dráhy, které byly dříve považovány za nezbytné pro životaschopnost eukaryotické 

buňky. Naproti tomu genom obsahuje geny dekódující transportéry, které získávají energii a 

metabolity z hostitelské buňky (Tsaousis et al., 2008). Na základě nálezu genu zvířecího pů-

vodu v genomech E. hellem a E. romalea je však dokonce možné, že parazit dokáže 

z hostitelské buňky získat i určitou část genetické výbavy (Selman et al., 2011). Parazité vy-

kazují genetickou diverzitu i v rámci rodu. V případě E. cuniculi jsou dosud známé celkem 4 

kmeny, které se odlišují počtem opakování sekvence 5'-GTTT-3'(Didier et al., 2000; Keeble, 

2011; Nell et al., 2014). U E. hellem bylo dosud popsány kmeny 1 a 2, které se dále dělí na 

další tři kmeny (A-C), které odlišuje lokus ITS sekvence genů proteinu polární trubice, SSU 
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rRNA a (Mathis et al., 1999; Xiao et al., 2001). Na rozdílné kmeny E. intestinalis byla zamě-

řena jen jedna studie, která analyzovala celkem 9 rozdílných kmenů (Galván et al., 2013).  

3.2 Spory 

Encephalitozoon spp. jsou parazité vyskytující se ve formě jednobuněčných monojader-

ných bezbičíkatých spor (Obr. 1) oválného tvaru (Hinney et al., 2016). Velikost spor se liší 

v závislosti na druhu. Nejmenší zralé spory má E. hellem (1 x 1,5-2 μm), o něco větší jsou 

spory E. cuniculi (1,5 x 2,5 μm) a E. intestinalis (1,3-2 x 2,5-3 μm; Didier et al., 1991; Molina 

et al., 1995; Jordan et al., 2006). Největší spory má ovšem E. romalea, a to 2 x 4 μm (Lange 

et al., 2009). Typickým rysem mikrosporidiální spory je absence některých organel typických 

pro eukaryotické buňky, konkrétně se jedná o mitochondrii, centrioly a peroxizom. Golgiho 

aparát je atypický a velmi primitivní. Spora z hlediska chybějících organel a obdobné stavby 

ribozomů velmi podobá buňkám prokaryotickým (Bigliardi et al., 2001). Funkci mitochondrií 

pravděpodobně zastává organela mitozom, zřejmě pozůstatek mitochondrie, se kterou má 

společnou dvojitou membránu a některé velmi podobné proteiny (Bakatselou et al., 2003). 

Tato organela hraje roli v biosyntéze Fe-S klastru, postrádá ovšem proteiny umožňující bu-

něčné dýchání a biosyntézu hemu (Goldberg et al., 2008). 

 

Obrázek 1: Spora E. cuniculi (Keeling, 2002; upraveno autorkou) 
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Zásadní význam pro parazitické spory hrají invazivní organely. Jejich přítomnost pod-

miňuje schopnost infikace hostitelské buňky, uvnitř které může parazit podstoupit dělení. In-

vazivní organely umožňují transport sporoplazmy do hostitelské buňky. Samotnou funkci 

přenosu zajišťuje polární trubice tvořená membránou a glykoproteinovými vrstvami. 

V klidném stavu dosahuje délky 50 µm a průměru 0,1 – 0,2 µm. Při své aktivaci je ovšem 

schopná mnohonásobného zvětšení (Keeling a Fast, 2002). Ke spoře je uchycena pomocí ko-

tevního disku v anteriorní části spory, následně se vine téměř skrz celou sporu. K úspěšné 

infikaci buňky jsou potřebné i další invazivní organely, které umožňují funkci polární trubice. 

Jednou z nich je posteriorní vakuola, organela oválného tvaru s membránou, která zabírá ¼ až 

⅓ celé spory. Polární trubice se sice vakuoly dotýká, ta je ovšem od trubice oddělena vlastní 

membránou (Weidner, 1972). Význam posteriorní vakuoly spočívá v její schopnosti absorpce 

vody, čímž organela zvětší svůj objem. Vzniká tak tlak potřebný pro vypuzení trubice ven ze 

spory (Lom, 1972). Obdobnou funkci plní také na sebe vzájemně navazující lamelový a vezi-

kulární polaroplast v anteriorní části spory (Keeling a Fast, 2002).   

Obal spory je tvořen trojitou vrstvou, která se skládá z vnitřní plazmatické membrány, 

endosporu a vnějšího exosporu. Endospor je tvořen elektron-lucentní strukturou obsahující 

alfa-chitin a bílkovinnou složku (Vávra a Larsson, 1999). Spory jsou jediná životaschopná 

forma mikrosporidií. Obal spory musí být schopný odolat nejen vnějším podmínkám po dobu 

mimo hostitele, ale také imunitní reakci hostitele na infekci. Za příznivých podmínek, tedy při 

průměrných teplotách a v suchém prostředí, jsou spory schopné přežít až 4 týdny mimo hosti-

tele. Nejdelší dobu dokáží spory přežít při teplotě 4 °C a 100% vlhkosti, a to až 98 dnů (Wall-

er, 1979).  

 

3.3 Životní cyklus 

Encephalitozoon spp. jsou obligátní intracelulární parazité. Mohou se tedy rozmnožovat 

pouze uvnitř hostitelské buňky, navíc musí být spora přítomna v cytoplazmě hostitelské buň-

ky. Samotný hostitelský cyklus je pro všechny druhy rodu Encephalitozoon obdobný, liší se 

hostitelskou specificitou a cílovými orgány.  

K infekci zdravého zvířete dochází při pozření spory, např. z potravy nebo vody konta-

minované sporami nebo pozřením nakaženého masa, možné je také vdechnutí spory (Rinder 

et al., 2004; Didier et al., 2004; Didier a Weiss, 2006; Graczyk et al., 2007). Ke kontaminaci 
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prostředí dochází při vylučování spor močí, výkaly nebo sputem infikovaných jedinců (Li et 

al., 2003; Sinski, 2003). Je možný také přenos infekce transplacentárně z matky na plod (Cox 

et al., 1979; Baneux a Pognan, 2003). U ptáků byl popsán transovariální přenos (Reetz, 1994). 

Poté, co se spora dostane do těla hostitele, putuje krví k cílovým orgánům, které se liší 

v rámci jednotlivých druhů. V případě E. hellem a E. intestinalis jsou typickým místem infek-

ce zejména orgány gastro-intestinálního traktu (Soule et al., 1997; Bornay-Llinares et al., 

1998). Naproti tomu E. cuniculi napadá zejména buňky ledvin a centrálního nervového sys-

tému (Harcourt-Brown, 2004). Spory se ovšem mohou vyskytovat i v dalších tkáních. Ná-

sledně dochází k zahájení invazivní fáze. Spora se aktivuje, dochází k vypuzení polární trubi-

ce ven ze spory, skrze kterou je do hostitelské buňky přepravena sporoplazma spory. Uvnitř 

hostitelské buňky se vytváří parazitoforní vakuola, která je tvořená vrstvami endoplazmatic-

kého retikula a odděluje parazita od plazmy hostitelské buňky (Franzen et al., 2004; Rön-

nebäumer et al., 2008). Právě uvnitř této organely dochází k vegetativní fázi sloužící 

k namnožení parazita. Dělení probíhá procesem merogonie (typ nepohlavního rozmnožování). 

Nejdříve dochází k rozdělení sporoplazmy, čímž vznikají meronty. Z merontů se poté, co pro-

jdou opakovaným binárním dělením, stávají sporonty, které se buď hned, nebo po jednom 

dělení vyvíjí ve sporoblasty. V této fázi se v nově vzniklých sporách vyvíjejí potřebné organe-

ly. Poté dochází k plazmoptýze hostitelské buňky a nové spory se uvolňují do tkáňového mo-

ku. Spory následně napadají nové hostitelské buňky a celý proces se opakuje (Jordan et al., 

2006; Keeble, 2011).  

 

3.4 Encefalitozoonóza u zvířat 

Typickým hostitelem E. cuniculi je králík domácí. Jedná se o jediný druh, u kterého ten-

to parazit způsobuje klinické příznaky, a to především u jedinců s oslabenou imunitou vlivem 

stáří nebo přidružené infekce (Keeble, 2011). Vlivem poškození mozkové tkáně dochází ke 

vzniku vestibulárního syndromu, který se projevuje nakloněním hlavy (Harcourt-Brown, 

2004). Infekce mozku často bývá spojena také s poruchou motoriky, ztrátou rovnováhy nebo 

ataxií, tedy poruchou hybnosti, v nejzávažnějších případech může dojít i k ochrnutí nebo úhy-

nu jedince (Jordan et al., 2006; Keeble, 2011). Typický je také vznik propadlin na povrchu 

ledvin v důsledku zánětu způsobeného parazitem (Harcourt-Brown, 2004). V případě infekce 

parazity E. hellem a E. intestinalis se může vyskytnout diarrhea (Raynaud et al., 1998). 
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V České republice byla u králíků zjištěna metodou ELISA prevalence 36 % (Neumaye-

rová et al., 2014). Kromě králíků napadá E. cuniculi také další domácí zvířata. V České re-

publice však byli kromě králíků na přítomnost parazita sledováni pouze koně. Parazit byl me-

todou PCR detekován ve stolici 6,9 % koní (Wágnerová et al., 2012). E. cuniculi ovšem může 

infikovat také ptáky. V rámci studie, která se zabývala exotickými ptáky chovanými v České 

republice, bylo metodou PCR zaznamenáno 17,4 % pozitivních vzorků stolice (Kašičková et 

al., 2009). I přes to, že hlavním hostitelem E. intestinalis je člověk, byl tento parazit deteko-

ván i u některých domácích zvířat včetně psa, kočky, krávy, prasete a dalších zvířat (Bornay-

Llinares et al., 1998; Malčeková et al., 2010; Velásquez et al., 2012). Žádná studie ovšem 

nebyla zaměřena na výskyt parazita u domácích zvířat v České republice. Parazit E. hellem je 

typický zejména pro ptáky. V České republice byl při vyšetření vzorků stolice exotických 

ptáků metodou PCR parazit zaznamenán u 10,1 % jedinců (Kašičková et al., 2009). 

Volně žijící zvířata 
U volně žijících zvířat je, stejně jako u domácích, nejčastěji zaznamenán parazit E. 

cuniculi (Tab 1). E. intestinalis a E. hellem byly zaznamenány také u zajíce polního (Lepus 

europaneus; De Bosschere et al., 2007), u volně žijícíh hlodavců byly tito parazité zazname-

náni jen v rámci studií uvedených v Tab. 1. 
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Tab 1: Výskyt parazitů Encephalitozoon spp. u volně žijících savců a ptáků 

Čeleď/třída Země Rod parazita Metoda Prevalence Zdroj 
hlodavci Japonsko E. cuniculi PCR/seq 10,5 % Tsukada et al., 2013 
  E. intestinalis PCR/seq 3,1 %  
  E. hellem PCR/seq 10,5 %  

 Rakousko E. cuniculi PCR 6,5 % Fuehrer et al., 2010 

 Velká Británie E. cuniculi DAT 5,3 % Meredith et al., 2015 

 Švýcarsko E. cuniculi IFAT, WB 13% Müller-Doblies et al., 2002 

 ČR/Německo E. cuniculi PCR 8,7 % Sak et al., 2011a 

  E. hellem PCR 8%  
 Slovensko E. cuniculi PCR 0,4 % Danišová et al., 2015 

  E. intestinalis PCR 0,4 %  
hmyzožravci Japonsko E. cuniculi PCR/seq 16,7 % Tsukada et al., 2013 
  E. intestinalis PCR/seq 5,6 %  
  E. hellem PCR/seq 5,6 %  
zajícovití Itálie E. cuniculi PCR 9,7 % Zanet et al., 2013 

 ČR E. cuniculi IFAT 2,9 % Bártová et al., 2015 

 Rakousko E. cuniculi IFAT 0,8 %  
 Slovensko E. cuniculi IFAT 0,5 %  
primáti  Centr. Afr. Rep E. cuniculi PCR/seq 7,5 % Sak et al., 2013 

 Rwanda E. cuniculi PCR/seq 11% Sak et al., 2014 
šelmy ČR E. cuniculi PCR 3,3 % Hůrková a Modrý, 2006 

 Brazílie E. cuniculi M, PCR 11,7 % Lallo et al., 2012a 

  E. intestinalis M, PCR 6,7 %  
  E. hellem M, PCR 6,7 %  
 Velká Británie E. cuniculi PCR 49,5 % Meredith et al., 2015 

 Irsko E. cuniculi PCR 0,5 % Murphy et al., 2007 

  E. intestinalis PCR 0,5 %  
ptáci Brazílie E. cuniculi M , PCR 1% Lallo et al., 2012b  

  E. intestinalis M, PCR 1,5  %  
  E. hellem  M, PCR 16,30%  

 Polsko E. hellem  M, PCR 3,5 % Slodkowicz-Kowalska et al., 
2006 

  E. intestinalis M, FISH 0,2 %  
 Slovensko E. cuniculi M+PCR/seq 40,4 % Malčeková et al., 2013 

PCR – polymerázová řetězová reakce; seq – sekvenace; DAT – přímý aglutinační test; IFAT – nepřímý imunof-
luorescenční test; WB – imunoblot; M – mikroskopické vyšetření     
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3.5 Encefalitozoonóza u lidí 

Parazité E. cuniculi, E. intestinalis a E. hellem jsou společně s Enterocytozoon bieneusi 

nejčastějšími původci mikrosporidiózy u člověka (Didier et al., 2004).  

K infekci dochází nejčastěji pozřením masa nebo potravin potřísněných močí infikova-

ných zvířat, dále také manipulací s infikovanými jedinci či s jejich masem. Spory se ovšem 

mohou vyskytovat i v pitných, užitkových a odpadních vodách (Dowd et al., 2003; Izquierdo 

et al., 2011). K rozšíření infekce může dojít také při odstraňování infikovaného ptačího trusu 

z veřejného prostranství, přičemž spory se dostávají do ovzduší (Graczyk et al., 2007). 

U člověka může dojít k infekci i při transplantací orgánů (Hocevar et al., 2014). Pro zdravého 

jedince nepředstavuje nákaza sporami Encephalitozoon spp. velké riziko. Encephalitozoonóza 

však může mít i letální průběh, a to zejména i imunokompromitovaných jedinců, nejčastěji 

pacientů nakaženými virem HIV nebo po transplantaci orgánů. Průběh onemocnění a s ním 

spojené komplikace závisí na druhu parazita. 

U člověka se nejčastěji vyskytuje druh E. intestinalis. Tento parazit způsobuje chronic-

ký průjem, pokud se ovšem parazit dostane do žlučových cest a žlučníku, může dojít i ke 

vzniku cholangitidy nebo cholecystitidy (Weber et al., 1994; Raynaud et al., 1998; Sheikh et 

al., 2000). Dále se může parazit rozšířit také do ledvin, plic a nosní dutiny (Didier et al., 

1996). V případě E. hellem patří mezi klinické příznaky keratokonjuktivitida, tracheobronchi-

tida, sinusitida, nefritida a cystitida, postihuje tedy zejména orgány vylučovací a dýchací sou-

stavy a zrakový orgán (Didier et al., 1991). E. cuniculi nejčastěji postihuje urogenitální a re-

spirační soustavu, dále byl parazit zaznamenán také ve střevech a mozku pacienta a byl spojen 

také s keratokonjukmtivitidou (Schwartz et al., 1996; Weber et al., 1997; Mertens et al., 1997; 

Desportes-Livage, 2000; Fournier et al., 2000). Při nákaze parazitem rodu Encephalitozoon 

dochází zejména k patologickým změnám, které se odvíjejí od místa a rozsahu infekce. Ty-

pická je tvorba granulomatózního zánětu, tedy chronického zánětu spojeného s tvorbou mi-

kroskopických ložisek – granulomů (Jordan et al., 2006). V případě E. cuniculi je typický 

vznik propadlin na povrchu ledvin (Keeble, 2011). Parazit E. hellem a E. intestinalis se vy-

skytují typicky v gastro-intestinálním traktu a v orgánech vylučovací soustavy (De Bosschere 

et al., 2007).  

V České republice byl parazit E. cuniculi detekován metodou PCR u 32,5 % lidí ve 

vzorcíh stolice (Sak et al., 2011b). Na Slovensku byly protilátky proti E. cuniculi zjištěny 
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nepřímým imunofluorescenčním testem IFAT u 5,7 % zdravých jedinců a u 37,8 % lidí 

s oslabenou imunitou (Halánová et al., 2003). V Egyptě byly pomocí metody IFAT zjištěny 

protilátky proti E. cuniculi u 11,4 % zdravých lidí a u 77,3 % jedinců s oslabenou imunitou 

(Abu-Akkada et al., 2015). V Jižní Korei byl E. intestinalis detekován metodou PCR ve stoli-

ci 5% lidí trpících průjmem (Kim et al., 2015). Tento parazit byl dále detekován ve stolici u 

60,2 % pacientů podstupující chemoterapeutickou léčbu při mikroskopickém zobrazení za 

použití různých barviv (Hamamci et al., 2015).   
3.6 Diagnostika 

Určení diagnózy u zvířat je velmi obtížné, protože pokud se nemoc projeví, tak nejčas-

těji v kombinaci s jiným onemocněním, se kterým může mít velice podobné příznaky. Existují 

přímé (průkaz parazita) a nepřímé metody (průkaz protilátek proti parazitovi). 

K přímému průkazu se využívá detekce spor v moči pomocí speciálního barvení a ná-

sledného mikroskopického vyšetření. Při barvení modifikovaným trichomem se spory zabar-

vují do růžovo-červena, Gramovo barvení způsobuje tmavě fialové a Giemsovo modré zbar-

vení (Jordan et al., 2006; Keeble, 2011). Tato metoda je poměrně rychlá a levná, ovšem 

s nižší citlivostí a navíc není možné rozlišit jednotlivé druhy kmenu Microsporidia (spory 

mohou být zaměněny s bakteriemi nebo kvasinkami). K určení správné diagnózy se využívá 

zejména barvení vzorků moči, stolice a dalších tělních tekutin pomocí barviv Uvitex 2B nebo 

modifikovaným trichomem (van Gool a Dankert, 1995). 

U člověka se diagnoza určuje zejména vyšetřením tělních tekutin pomocí již zmíněných 

metod. Vyšetření pomocí elektronové mikroskopie umožňuje rozlišit čtyři nejčastější parazity 

mikrosporidiálního původu vyskytující se u člověka, což je možné na základě rozměru jednot-

livých spor, počtu smyček polární trubice a případné tvorby parazitoformní vakuoly uvnitř 

hostitelské buňky (Keeling a Fast, 2002). Jako doplnění ke správnému určení diagnózy jsou 

vhodná také zobrazovací vyšetření nebo vyšetření krve. Další metodou, která se u lidí používá 

zejména při selhávání ledvin, je vyšetření pomocí renální biopsie, tedy histopatologickým 

vyšetřením vzorku tkáně ledvin. Teoreticky může tato technika poskytnout konečnou diagnó-

zu v případech postižení ledvin v časovém odstupu devět týdnů po infekci (Harcourt-Brown, 

2004). 



  

17  

K diagnostice nebo prevalenčním studií se často používají sérologické metody, které 

fungují na základě detekce protilátek proti E. cuniculi v krevním séru. Běžně se používá en-

zymová imunoanalýza (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay), která využívá dvou 

vlastností imunoglobinů, a to schopnost proteinů vázat se na povrch plastů, a možnost vázat 

enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinových molekul. V tomto případě se používá tzv. ne-

přímá ELISA, tedy test pro detekci specifických protilátek. Další sérologickou metodou je 

nepřímý imunofluorescenční test (IFAT; Indirect Immunofluorescence Antibody Test), kte-

rý poskytuje kvalitativní i kvantitativní potvrzení přítomnosti protilátek v séru. Technika je 

založena na jevu fluorescence. Sérum je obarveno fluorochromem, nejčastěji fluorosceinem, 

chemickou látkou, která po dopadu světla o určité vlnové délce, většinou se jedná o ultrafia-

lové záření, září světlem emisním o delší vlnové délce. Následně probíhá vizualizace flu-

orescenčním mikroskopem (svujihlava.cz, clione.ne.jp). Tato technika se ukázala být velmi 

citlivým a specifickým testem při vyšetření koček (Künzel et al., 2014). Méně používaná je 

imunoblot (Western blot, WB), která je oproti jiným sérologickým vyšetřením dražší a časo-

vě náročnější. Poskytuje ovšem větší specifičnost výsledků (zdroj: borelioza.cz). Užitečným 

testem může být také test přímé aglutinace (Direct aglutination test, DAT; Meredith et al., 

2015). Tyto testy ovšem pouze potvrzuje nebo vyvrací přítomnost spor (Hinney et al., 2016). 

Další možností je přímá detekce pomocí metod molekulární biologie. Jednou znich je 

metoda PCR, která byla použita také v této práci. Tuto metodu lze využít k průkazu E. 

cuniculi ve vzorku moči, mozkomíšního moku nebo v tkáních vyšetřovaného jedince. 

V případě vyšetření z moči nemusí negativní výsledek v PCR znamenat, že jedince není infi-

kován sporami Encephalitozoon spp. Spory mohou být močí vylučovány v nepravidelných 

cyklech (Harcourt-Brown, 2004). Tato metoda umožňuje při pozitivním výsledku určit i kmen 

parazita způsobující infekci (Xiao et al., 2001). 

Postmortálně lze stanovit diagnózu na základě průkazu patologických změn, které se 

liší v závislosti na druhu parazita. Typické patologické změny způsobené E. cuniculi, zahrnují 
např. prohlubně na stěnách ledvin a granulomy nebo jinak poškozená tkáň mozku. Spory však 

nemusí být v ledvinách nalezeny, a to i přes rozsáhlé změny této tkáně, protože mohly být 

vyloučeny ještě před úhynem infikovaného zvířete (Csokai et al., 2009). V mozku však spory 

zůstávají delší dobu, a proto při potvrzení spor v mozkové tkáni lze určit finální diagnózu.  

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224416300013
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3.7 Léčba 

Pro léčbu  encefalitozoonózy dosud neexistuje jednotný postup. V roce 2001 byl za-

znamenán úspěch v léčbě experimentálně infikovaných králíků (Suter et al., 2001). Léčba 

byla založena na potlačení zánětu, zamezení množení spor a léčbu ostatních aktuálních chorob 

jedince, v závažných případech také minimalizování příznaků postižení nervové soustavy. 

Podle laboratorních studií je poměrně úspěšným a hlavně pro králíky zdravotně nezávadným 

lék fenbendazol. Jde o širokospektrální antianthelmintikum řadící se mezi benzimidazoly, 

které velmi efektivně odstraňuje spory z mozkové tkáně a tím pádem také redukuje klinické 

příznaky u méně závažných případů. Experimentálně bylo fenbendazolem léčeno osm přiro-

zeně infikovaných králíků během čtyř měsíců. Po zmíněném časovém období nebyla 

v mozkové tkáni nalezena známka po parazitovi. Fenbendazol může být použit i preventivně 

(Suter et al., 2001). Benzimidazoly se váží na β-tubulin ve stejném místě jako alkaloid kolchi-

cin, a inhibují mikrotobulární polymeraci, čímž zabraňuje růstu spory (Friedman a Platzer, 

1978; Didier, 1997; Molina et al., 1998). K léčbě záchvatů, naklánění hlavy a nekontrolova-

telných pohybů je možné použít diazepam nebo midazolam, což jsou léčivé látky patřící mezi 

benzodiazepiny, které mají zklidňující účinek a uvolňují svalové křeče. Při léčbě uveitidy jsou 

nejvíce účinné kortikosteroidní léky (Jordan et al., 2006).  

K léčbě mikrosporidiálních onemocnění člověka se nejčastěji používá širokospektrální 

antiparazitikum albendazol ze skupiny benzimidazolů, který zabraňuje množení spor (Groß, 

2003). Modely in vitro prokázaly 90% úspěšnost albendazolu na růst spor (Bacchi et al., 

2004). Bylo zaznaamenáno několik případů, při kterých byla léčba tímto léčivem úspěšná (De 

Groote et al., 1995; Didier et al., 1996; Molina et al., 1998; Groß 2003). Důležitá je ale pre-

vence: dostatečná tepelná úprava masa před konzumací, vyhýbání se pití vody 

z neošetřovaných vodních zdrojů a mytí rukou po každém potenciálním styku s infekcí, 

zejména při kontaktu s nakaženými zvířaty, mytí ovoce a zeleniny před požitím. V rámci ji-

hokorejské studie byla prokázána přítomnost spor E. hellem v 8,8 % vzorků půdu, což může 

vést ke kontaminaci zeleniny (Kim et al., 2015).  

http://link.springer.com/article/10.1007/s00436-002-0753-x
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4 Materiál a metodika 
4.1 Odchyty volně žijících savců 

V rámci této navazující práce byly vyšetřeny stejné vzorky, jako v práci původní (Br-

licová, 2017). Jednalo se o volně žijící hlodavce a hmyzožravce odchycené v letech 2015 a 

2016 v CHKO Poodří a Moravský kras (Obr. 2). Odchyt probíhal ve spolupráci 

s Masarykovou univerzitou Brno (Ústav experimentální biologie, oddělení fyziologie a imu-

nologie živočichů) na základě schválených projektů pokusů (Moravský kras 50637/ENV/16-

2457/630/16, Poodří 41/2015). Soubor drobných savců pro vyšetření pomocí metod moleku-

lární biologie byl vytvořen podle několika kritérií. Snažila jsem se mít v souboru co nejvíce 

odchycených druhů a u jednotlivých druhů mít stejný nebo alespoň obdobný počet jedinců, 

zástupců dle pohlaví, doby a lokality odchytu, tak aby bylo možné výsledky mezi sebou po-

rovnat. Jednalo se celkem o 100 savců, z toho 85 hlodavců z čeledi myšovitých (Muridae, 

Tab. 2 a 3) a 15 hmyzožravců z čeledi rejskovitých (Soricidae, Tab. 4 a 5). Přehled celkového 

počtu odchycených drobných savců podle druhu, pohlaví, lokality a doby odchytu jsou shrnu-

ty v Tab. 6, 7 a 8.   

 
Obrázek 2: Mapa ČR s vyznačením míst odchytů hlodavců (zdroj: autorka)  
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Tabulka 2: Přehled volně žijících drobných savců (řád hlodavci Rodentia, čeleď myšovití Muridae) 

odchycených v roce 2015 

Č. Druh Latinský název Pohl. Měsíc Lokalita Pozn. 
1. Norník rudý Clethrionomys glareolus f červen Poodří   
2. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m červen Poodří   
3. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m červen Poodří   
4. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f červen Poodří   
5. Myšice lesní Apodemus flavicolis f červen Poodří březí 
6. Myšice lesní Apodemus flavicolis f červen Poodří březí 
7. Myšice lesní Apodemus flavicolis m červen Poodří   
8. Myšice lesní Apodemus flavicolis m červen Poodří   
9. Myšice lesní Apodemus flavicolis m červen Poodří   
10. Norník rudý Clethrionomys glareolus f září Moravský kras   
11. Norník rudý Clethrionomys glareolus f září Moravský kras   
12. Norník rudý Clethrionomys glareolus m září Moravský kras   
13. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f září Moravský kras   
14. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f září Moravský kras   
15. Myšice lesní Apodemus flavicolis f září Moravský kras   
16. Myšice lesní Apodemus flavicolis m září Moravský kras   
17. Myšice lesní Apodemus flavicolis f září Moravský kras   
18. Myšice lesní Apodemus flavicolis m září Moravský kras   
19. Norník rudý Clethrionomys glareolus m říjen Moravský kras   
20. Norník rudý Clethrionomys glareolus m říjen Moravský kras   
21. Norník rudý Clethrionomys glareolus f říjen Moravský kras   
22. Norník rudý Clethrionomys glareolus m říjen Moravský kras   
23. Norník rudý Clethrionomys glareolus f říjen Moravský kras   
24. Norník rudý Clethrionomys glareolus m říjen Moravský kras   
25. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f říjen Moravský kras   
26. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m říjen Moravský kras   
27. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f říjen Moravský kras 4 embrya 
28. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f říjen Moravský kras   
29. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m říjen Moravský kras   
30. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f říjen Moravský kras   
31. Myšice lesní Apodemus flavicolis f říjen Moravský kras   
32. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m listopad Poodří mladý 
33. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f listopad Poodří mladý 
34. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f listopad Poodří mladý 
35. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m listopad Poodří mladý 
36. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f listopad Poodří mladý 
37. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f listopad Poodří mladý 
38. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m listopad Poodří   
39. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f listopad Poodří 6 embryí 
40. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m listopad Poodří mladý 
m-samec, f-samice 
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Tabulka 3: Přehled volně žijících drobných savců (řád hlodavci Rodentia, čeleď myšovití Muridae) 

odchycených v roce 2016 

Č. Druh Latinský název Pohl. Měsíc Lokalita Pozn. 
1. Norník rudý Clethrionomys glareolus f květen Moravský kras mladý 
2. Norník rudý Clethrionomys glareolus m květen Moravský kras   
3. Norník rudý Clethrionomys glareolus m květen Moravský kras mladý 
4. Myšice lesní Apodemus flavicolis f květen Moravský kras mladý 
5. Norník rudý Clethrionomys glareolus f červen Moravský kras 4 embrya 
6. Norník rudý Clethrionomys glareolus f červen Moravský kras mladý 
7. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f červen Moravský kras mladý 
8. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f červen Moravský kras mladý 
9. Norník rudý Clethrionomys glareolus m červen Poodří   
10. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m červen Poodří   
11. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m červen Poodří   
12. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f červen Poodří   
13. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f červen Poodří   
14. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m červen Poodří   
15. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m červen Poodří mladý 
16. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f červen Poodří mladý 
17. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m červen Poodří mladý 
18. Myšice temnopásá Apodemus agrarius f červen Poodří mladý 
19. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m červen Poodří   
20. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m červen Poodří   
21. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f červen Poodří   
22. Myšice lesní Apodemus flavicolis f červen Poodří   
23. Myšice lesní Apodemus flavicolis f červen Poodří   
24. Myšice malooká Apodemus uralensis m červen Poodří   
25. Myšice malooká Apodemus uralensis m červen Poodří   
26. Norník rudý Clethrionomys glareolus f srpen Moravský kras mladý 
27. Myšice lesní Apodemus flavicolis m srpen Moravský kras mladý 
28. Myšice lesní Apodemus flavicolis f srpen Moravský kras   
29. Norník rudý Clethrionomys glareolus m září Moravský kras mladý 
30. Norník rudý Clethrionomys glareolus m září Moravský kras   
31. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f září Moravský kras mladý 
32. Myšice lesní Apodemus flavicolis f září Moravský kras mladý 
33. Myšice lesní Apodemus flavicolis m září Moravský kras   
34. Myšice lesní Apodemus flavicolis m září Moravský kras mladý 
35. Myšice lesní Apodemus flavicolis f září Moravský kras   
36. Norník rudý Clethrionomys glareolus f říjen Poodří   
37. Myšice temnopásá Apodemus agrarius m říjen Poodří mladý 
38. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m říjen Poodří   
39. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m říjen Poodří mladý 
40. Hraboš polní Microtus arvalis m říjen Poodří mladý 
41. Hraboš polní Microtus arvalis m říjen Poodří mladý 
42. Hraboš polní Microtus arvalis m říjen Poodří mladý 
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43. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus m říjen Moravský kras mladý 
44. Myšice křovinná Apodemus sylvaticus f říjen Moravský kras mladý 
45. Myšice lesní Apodemus flavicolis f říjen Moravský kras   
m-samec, f-samice 

 

Tabulka 4: Přehled volně žijících drobných savců (řád hmyzožravci Eulipotyphla, čeleď rejskovití 

Soricidae) odchycených v roce 2015 

Č. Druh Latinský název Pohl. Měsíc  Lokalita Pozn. 
1. Rejsek obecný Sorex araneus f červen Poodří    
2. Rejsek obecný Sorex araneus m září Moravský kras   
3. Rejsek obecný Sorex araneus f říjen Moravský kras   
4. Rejsek obecný Sorex araneus m říjen Moravský kras   
5. Rejsek obecný Sorex araneus f říjen Moravský kras mladý 
6. Rejsek obecný Sorex araneus m říjen Moravský kras mladý 
7. Rejsek obecný Sorex araneus m říjen Moravský kras   
8. Rejsek obecný Sorex araneus m listopad Poodří    
9. Rejsek obecný Sorex araneus f listopad Poodří    
10. Rejsek obecný Sorex araneus f listopad Poodří    

m-samec, f-samice 

 

Tabulka 5: Přehled volně žijících drobných savců (řád hmyzožravci Eulipotyphla, čeleď rejskovití 

Soricidae) odchycených v roce 2016 

Č. Druh Latinský název Pohl. Měsíc Lokalita Pozn. 
1. Rejsek obecný Sorex araneus m květen Moravský kras   
2. Rejsek obecný Sorex araneus m červen Poodří mladý 
3. Rejsek obecný Sorex araneus m srpen Moravský kras   
4. Rejsek obecný Sorex araneus f září Moravský kras   
5. Rejsek obecný Sorex araneus f září Moravský kras   

m-samec, f-samice 
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Tabulka 6: Přehled odchycených drobných savců podle druhu, pohlaví, lokality a doby odchytu v roce 

2015 

M-samec, F-samice 

 

Tabulka 7: Přehled odchycených drobných savců podle druhu, pohlaví, lokality a doby odchytu v roce 

2016 

Druh M F Celkem Poodří 
Moravský 

kras Květen Červen 
Srpen/ 

září Říjen 
Myšice temnopásá 6 4 10 10 0 0 9 0 1 
Myšice lesní 3 7 10 2 8 1 2 6 1 
Myšice křovinná 5 5 10 5 5 0 5 1 4 
Myšice malooká 2 0 2 2 0 0 2 0 0 
Norník rudý 5 5 10 2 8 3 3 3 1 
Hraboš polní 3 0 3 3 0 0 0 0 3 
Rejsek obecný 3 2 5 1 4 1 1 3 0 
Celkem 27 23 50 25 25 5 22 13 10 
M-samec, F-samice 

 
Tabulka 8: Přehled celkového počtu odchycených drobných savců podle druhu, pohlaví, lokality a 

doby odchytu v letech 2015 a 2016 

M-samec, F-samice 

 

Druh M F Celkem Poodří Moravský 
kras Červen Září Říjen Listopad 

Myšice temnopásá 5 5 10 10 0 1 0 0 9 
Myšice lesní 5 5 10 5 5 5 4 1 0 
Myšice křovinná 3 7 10 3 7 2 2 6 0 
Norník rudý 5 5 10 1 9 1 3 6 0 
Rejsek obecný  5 5 10 4 6 1 1 5 3 
Celkem 23 27 50 23 27 10 10 18 12 

Druh M F Celkem Poodří 
Moravský 

kras 
Květen/ 
červen 

Srpen/ 
září 

Říjen/  
listopad 

Myšice temnopásá 11 9 20 20 0 10 0 10 
Myšice lesní 8 12 20 7 13 8 10 2 
Myšice křovinná 8 12 20 7 13 7 3 10 
Myšice malooká 2 0 2 2 0 2 0 0 
Norník rudý 10 10 20 3 17 7 6 7 
Hraboš polní 3 0 3 3 0 0 0 3 
Rejsek obecný 8 7 15 5 10 3 4 8 
Celkem 50 50 100 47 53 37 23 40 
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V Poodří byly pasti kladeny v blízkosti rybníků: Střední rybník, Grinšův rybník a Malý 

a Velký roh (Obr. 3; GPS souřadnice 49°44'13"N 18°06'50"E). V okolí rybníků jsou zejména 

pole a menší lesní plochy. Rybníky slouží jako chovné a nejsou určeny k rekreaci, 

v odchytové lokalitě se tak vyskytuje minimum lidí. Pasti byly kladeny okolo Grinšova rybní-

ku a v hustě prorostlém lese. Po obvodu Grinšova rybníku vede lesní pěšina obklopená stro-

my a keři, pasti byly nastraženy po obou stranách cesty. Les je obtížně prostupný, kromě hus-

té vegetace se v něm nachází množství spadených a vykotlaných stromů, pařezů, a také mo-

křady. Odchytová místa okolo rybníku i v lese byla poměrně vlhká, zejména v oblasti mo-

křad. Několik pastí bylo umístěno také k malé vodní ploše a ke kraji pole poblíž vesnice Al-

brechtičky (GPS souřadnice 49°42'24"N 18°05'50.0"E). Vodní plocha je obklopena zalesně-

ným svahem, přístup je možný jen po lesní cestě, v případě pole byly pasti umístěny na jeho 

okraj v blízkosti lesu. Obě lokality jsou poměrně suché (Brlicová, 2017). 

 

Obr. 3: Odchytová lokalita Poodří - Studénka (zdroje: google.cz/maps, turistika.cz) 
 

V Moravském krasu probíhaly odchyty v oblasti Josefovského údolí v blízkosti Jose-

fovského potoka (Obr. 4; GPS souřadnice 49°18'60"N 16°41'09"E). Lokalita je zalesněná 

a v blízkosti odchytových oblastí se nachází jen několik stavení. Pasti byly kladeny do zales-

něných kopců z obou stran Josefovského potoka, odchytová místa jsou kromě potoka odděle-

na také silnicí. Na jedné straně potoka je terén poměrně strmý a obtížně dostupný, v lese ne-

vede žádná cesta. Na druhé straně toku je přístupnost snazší, kopce jsou méně strmé a les je 

řídce zalesněn. V době odchytu byla lokalita poměrně suchá (Brlicová, 2017).      
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Obr. 4: Odchytová lokalita Moravský kras - Josefovské údolí (zdroje: google.cz/maps, autorka) 

K odchytům byly použity sklapovací a živolovné pasti (Obr. 5). Jako návnada pro skla-

povací pasti byla použita slanina, zatímco v případě živolovné pasti se jednalo o směs oleje, 

tuňáka a starého pečiva. Pasti byly pokládány odpoledne a ráno následujícího dne byly posbí-

rány. V případě vícedenního odchytu byly pasti ráno zkontrolovány a znovu byla nastražena 

čerstvá návnada, pasti byly položeny o pár metrů dál od původního místa. Počet nastražených 

pastí se v rámci jednotlivých odchytů lišil. Živolovných pastí bylo pokládáno okolo 40, skla-

povacích většinou v rozmezí 40 - 60, během některých odchytů však bylo položeno i 82 a 150 

sklapovacích pastí (Brlicová, 2017). 

 

 

Obr. 5: Živolovná past (vlevo) a sklapovací past (vpravo; zdroj: autorka) 
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4.2 Pitva a odběr vzorků 
Pitvy byly prováděny ve stejný den jako odchyty. Pokud byli odchyceni živí jedinci 

(chyceni do živolovných pastí), byli uspáni éterem a následné usmrcení probíhalo metodou 

zlomení vazu a následným vykrvením z arteria carotis.  Z odchycených jedinců byly vy-

pitvány ledviny, játra a mozek. Při pitvě byly používány roušky a rukavice (Obr. 6). Vzorky 

byly do následného zpracování uchovány v mrazáku při teplotě -18 °C.  

  Obrázek 6: Pitva (zdroj: Jiřina Marková) 
4.3 Izolace DNA 

K izolaci DNA z jatení tkáně jedinců odchycených v letech 2015 byl použit izolační kit 

UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit (Obr. 7; MO BIO Laboratories, Carlsba, Kali-

fornie, USA). Do zkumavek se skleněnými kuličkami (Dry bead tubes) bylo přidáno 700 µl 

roztoku TD1 a 20 mg tkáně. Tkáně byly zhomogenizovány v přístroji MagNA Lyser při 3000 

otáček/min (RPM) po dobu 10 min. Do zkumavek bylo následně přidáno 15 µl proteinázy K a 

poté byly zkumavky inkubovány při 60 °C po dobu 30 min, následovala centrifugace 

při 10 000 RPM po dobu 1 minuty při pokojové teplotě. Vzniklý roztok byl přepipetován 

do mikrozkumavky typu Eppendorf se spin kolonkou a následně byly vzorky centrifugovány 

při 10 000 RPM po dobu 30 s. Ze spodní části zkumavky byl odstraněn roztok, kteý protekl 

skrz kolonku během centrifugace, bylo přidáno 400 µl roztoku TD2 a byly zkumavky opět 

centrifugovány při 10 000 RPM po dobu 30 s. Poté byl znovu vylit ze spodní části zkumavky 

přefiltrovaný roztok, bylo přidáno 400 µl roztoku TD2 a zkumavky byly opět centrifugovány 

při 10 000 otáčkách/min po dobu 1 min. Spin kolonka přemístěna do čisté 2ml zkumavky. Do 

středu kolonky bylo přidáno 50 µl roztoku TD3, zkumavka byla opět centrifugována při 
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10 000 otáčkách/min po dobu 30 s. Po tomto kroku již ve spodní části zkumavky zůstala izo-

lovaná DNA, která byla uchována při teplotě -20 °C (zdroj: detailní protokol přiložený 

k izolačnímu kitu UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit, mobio.com).  

 Obr. 7: Příprava izolační směsi (vlevo) a vkládání vzorků do centrifugy (vpravo; zdroj: Jiřina Marková) 
 

K izolaci DNA ze vzorků získaných v roce 2016 byl použit DNeasy Blood & Tissue Kit 

(QIAGEN Inc., Germantown, Maryland, USA). Do mikrocentrifugačních zkumavek byly 

přidány suché kuličky (SiLibeads), 180 µl pufru ATL a 20 mg tkáně. Zkumavky byly umístě-

ny do homogenizačního přístroje MagNA Lyser, homogenizační proces probíhal v pěti cyk-

lech po 99 s při 7000 RPM. Poté bylo přidáno 20 µl proteinázy K. Zkumavky byly zvortexo-

vány a následně inkubovány při teplotě 56 °C po dobu 2 hodin. Po inkubaci byly zkumavky 

opět zvortexovány a bylo přidáno 200 µl pufru AL. Po dalším zvortexování bylo přidáno ještě 

200 µl 100% ethanolu a následně byly zkumavky opět zvortexovány. Poté byly 2 ml obsahu 

zkumavek přepipetovány do zkumavek se spin kolonkou (DNeasy mini spin column). Poté 

proběhla centrifugace při 8000 RPM po dobu 1 minuty. Kolonka byla umístěna do nové zku-

mavky a bylo přidáno 500 µl pufru AW1. Následovala centrifugace při 8000 RPM po dobu 

jedné minuty. Kolonky byly opět přemístěny do nové zkumavky a bylo přidáno 500 µl pufru 

AW2, zkumavky poté byly zcentrifugovány při 14000 RPM po dobu 3 minut. Kolonky byly 

znovu umístěny do nové zkumavky a bylo do středu kolonky přidáno 50 µl pufru AE. Po 

třech minutách inkubace při pokojové teplotě byly zkumavky zcentrifugovány při 8000 RPM 

po dobu 1 minuty. Pro získání většího množství DNA bylo ještě jednou přidáno 50 µl pufru 

AE a zkumavky byly opět umístěny do centrifugy při 8000 RPM po dobu jedné minuty. Izo-

https://mobio.com/products/dna-isolation/tissue-cells/ultracleanr-tissue-cells-dna-isolation-kit.html
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lací bylo získáno celkem 100 µl DNA. Izolovaná DNA byla do vyšetření uchována při teplotě 

-20 °C (zdroj: detailní protokol přiložený k izolačnímu kitu DNeasy Blood & Tissue Kit, qia-

gen.com). 

 

4.4 Single PCR V rámci mé původní práce, byly vzorky vyšetřeny metodou single PCR, která umožňuje rychlé namnožení požadovaného úseku DNA in vitro. Směs pro PCR obsahova-la: 12,5 µl PPP Master Mixu (Top-Bio s. r. o., Praha, ČR), 1 µl primeru ECUNF (5‘- ATG AGA AGT GAT GTG TGT GCG -3‘) a ECUNR (5‘- TGC CAT GCA CTC ACA GGC ATC - 3‘) o koncentraci 10 pmol, 9,5 µl PCR vody a 1 µl izolované DNA.  Samotná reakce probíhá v termocykleru. Proces začíná počáteční denaturací při 95 

°C po dobu 3 min, která slouží k separaci řetězců DNA. Poté se 35× opakuje následující tep-

lotní cyklus: 95 °C 30 s (dojde k rozrušení vodíkových můstků v molekule DNA a tím 

k rozvolnění dvoušroubovice, ze které vznikají 2 jednovláknové DNA), 62 °C 30 s (na speci-

fická místa DNA nasedají na principu komplementarity dusíkatých bází primery) a 72 °C po 

dobu 90 s (Tag DNA polymeráza nasedá na primery a začíná přiřazovat volné nukleotidy na 

principu komplementarity). Po skončení všech cyklů následuje finální elongace při 72 °C 10 

min (Brlicová, 2017)    
4.5 Nested PCR 

Metoda nested PCR je modifikace PCR, která využívá dvou specifických sad primerů. 

Směs pro jeden vzorek byla pro obě reakce stejná a obsahovala: 6,75 µl PPP Master Mixu 

(Top-Bio s. r. o.), 1 µl každého primeru o koncentraci 10 pmol a 11,25 µl PCR vody. Do prv-

ní reakce byly použity primery MSP-1 (5´-TGA KGT CCC TGT-3´) a MSP-2A (5´-TCA 

CTC GCC GCT ACT-3´). Samotná PCR reakce probíhala za těchto podmínek: denaturace při 

teplotě 94 °C po dobu 5 min, poté 40 x (94 °C po dobu 1 min, 55 °C po dobu 30 s a 72 °C po 

dobu 1 min) a 72 °C po dobu 7 min.  

Výsledky této reakce byly následně použity jako templátová DNA pro druhou reakci. 

Pro druhou reakci byla využita druhá sada primerů MSP-3 (5´-GGA ATT CAC ACC GCC 

CGT CRY TAT-3´) a MSP-4A (5´-CCA AGC TTA TGC TTA AGT YAM ARG GG-3´). 
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Druhá PCR reakce probíhala za stejných teplotních i časových podmínek jako počáteční reak-

ce v přístroji termocykler. Produkty druhé reakce byly nanášeny na gel.  
4.6 Gelová elektroforéza 

Gelová elektroforéza slouží k separaci a analýze molekul nukleových kyselin, a to 

na základě schopnosti nabitých částic pohybovat se v elektrickém poli směrem k anodě díky 

fosfátové skupině záporně nabité molekuly DNA. Rychlost pohybu je závislá na velikosti 

DNA fragmentu. Čím kratší úseky, tím dál se dostanou, protože se v gelu pohybují rychleji 

(cit.vfu.cz).  

Byl použit 2% agarázový gel, který se smíchal z 2 g agarózy a 80 ml TBE pufru. Jako 

vizualizační barva bylo použito 80 µl  barvičky Midori Green. Agarózový gel byl ještě před 

zatuhnutím nalit do formy, do které byl vložen hřeben pro vytvoření jamek, do kterých byly 

po zatuhnutí gelu nanášeny vzorky PCR produktů (Obr. 8). Kromě vzorků byl do gelu nane-

sen i velikostní marker (hmotnostní standart) 100 bp (párů bází), který slouží k odhadu veli-

kosti fragmentů DNA. Délka fragmentů se u jednotlivých druhů E. cuniculi liší. V případě E. 

cuniculi vzniká fragment o velikosti 289 bp, u E. intestinalis se jedná o fragment o velikosti 

300 bp. Po proběhnutí elektroforézy se provádí vizualizace pod UV světlem na UV translu-

minátoru (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Francie). Pozitivní vzorky byly následně zaslány 

na genotypizaci. 

 Obr. 8: Nanášení vzorků do gelu a spuštění gelové elektroforézy (zdroj: Jiřina Marková)  
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4.7 Genotypizace 
U vzorků pozitivních v nested PCR byla provedena genotypizace (sekvenace). Produkt 

druhé PCR reakce byl přečištěn pomocí izolačního kitu Gel / PCR DNA Fragments Extracti-

on Kit (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Taiwan). Přečištěný vzorek o objemu 7,5 µl 

byl přepipetován do mikrotitrační destičky (každý vzorek byl umístěn do dvou jamek). Ná-

sledně bylo přidáno 2.5 µl primeru MSP-3 do jedné jamky a stejné množství primeru MSP-

4A do druhé jamky se stejným vzorkem. Vzorky byly odeslány k sekvenavci do firmy Ma-

crogen  (Meibergdreef 31, Amsterdam, Nizozemsko). Výsledky genotypizace byly následně 

porovnány s databází BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).     
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5 Výsledky  
V rámci této práce bylo vyšetřeno celkem 100 drobných savců, z toho 85 hlodavců a 15 

hmyzožravců. Parazit E. cuniculi byl pomocí single PCR detekován u jednoho jedince (Brli-

cová, 2017).  

Pomocí nové metody (nested PCR) byl Encephalitozoon spp. detekován ve tkáních 10 

% drobných savců (Tab. 9). Jednalo se o 8 hlodavců (9,4 %) a 2 hmyzožravce (13,3 %).  

Tab. 9: Drobní savci pozitivní na přítomnost parazitů Encephalitozoon spp. 

Druh Latinský název Pohlaví Měsíc Rok Lokalita 
Myšice temnopásá Apodemus agrarius samice Listopad 2015 Poodří 
Rejsek obecný Sorex araneus samec Květen 2016 Moravský kras 
Myšice temnopásá Apodemus agrarius samec červen 2016 Poodří 
Myšice temnopásá Apodemus agrarius samice červen 2016 Poodří 
Myšice křovinná Apodemus sylvaticus samec červen 2016 Poodří 
Myšice temnopásá Apodemus agrarius samice červen 2016 Poodří 
Norník rudý Clethrionomys glareolus samice srpen 2016 Moravský kras 
Rejsek obecný Sorex araneus samice září 2016 Moravský kras 
Hraboš polní Microtus arvalis samec říjen 2016 Poodří 
Norník rudý Clethrionomys glareolus samice říjen 2016 Poodří 

 

Nejčastěji se parazit vyskytoval u myšice temnopásé a to u 4 z 20 jedinců (20 %; Tab. 

10). Z řádu hlodavců se parazi dále vyskytoval také u 2 norníků rudých (10 %), jedné myšice 

křovinné (5 %) a jednoho hraboše polního (33,3 %). Parazit Encephalitozoon spp. nebyl dete-

kován u myšice lesní a myšice malooké. Řád hmyzožravců byl zastoupen pouze jedním dru-

hem, a to rejskem obecným. U tohoto rodu byl tedy parazit detekován v již zmíněných 13,3 % 

případů. Parazit byl častěji detekován u samic (12 %) než u samců (8 %).  
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Tab. 10: Přehled celkového počtu odchycených drobných savců podle pohlaví, lokality a doby odchytu. 

 

PCR produkty pozitivních vzorků byly zaslány na genotypizaci pro bližší identifikaci. 

Podařily se zgenotypizovat (Obr. 9) tři vzorky, ve všech případech se jednalo o E. cuniculi. 

Jedná se konkrétně o samice rejska obecného odchyceného v září roku 2016 v Moravském 

krasu a samce hraboše polního a samice norníka rudého odchycených v říjnu roku 2016 

v Poodří (Tab 9.). U všech tří vzorků byl prokázán detekován II. větve E. cuniculi.  

 

  

Obr. 9: Příklad výsledku genotypizace (zdroj: autorka) 

 

  

Druh M F Celkem Poodří 
Moravský 

kras 
Květen/ 
červen 

Srpen/ 
září 

Říjen/  
listopad 

Myšice temnopásá 11 9 20 20 0 10 0 10 
Myšice lesní 8 12 20 7 13 8 10 2 
Myšice křovinná 8 12 20 7 13 7 3 10 
Myšice malooká 2 0 2 2 0 2 0 0 
Norník rudý 10 10 20 3 17 7 6 7 
Hraboš polní 3 0 3 3 0 0 0 3 
Rejsek obecný 8 7 15 5 10 3 4 8 
Celkem 50 50 100 47 53 37 23 40 
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6 Diskuze 
6.1 Parazit Encephalitozoon spp. u volně žijících drobných 

savců 

Pomocí nové metody (nested PCR) byl Encephalitozoon spp. detekován ve tkáních 10 

% drobných savců, a to u 8 hlodavců (9,4 %) a 2 hmyzožravců (13,3 %).  

Pozitivní jedinci byli odchyceni zejména v odchytové lokalitě CHKO Poodří (14,9 %), 

zatímco jedinci odchycení v CHKO Moravský kras byli pozitivní jen ve třech případech 

(5,7 %). Na základě těchto výsledků je tedy Encephalitozoon spp. více rozšířeni v CHKO 

Poodří. Pro větší relevantnost tohoto výsledku by však bylo nutné zvýšit počet vyšetřených 

jedinců. 

Parazit rodu Encephalitozoon spp. byl detekován pouze u jednoho jedince odchyceného 

v roce 2015. Tento výsledek nemusí znamenat, že se parazit v tomto roce vyskytoval výrazně 

méně než v následujícím roce. Metodika pro izolaci DNA ze tkání v letech 2015 a 2016 se 

lišila pouze v použitém izolačním kitu. Je tedy možné, že během homogenizace nebyly vyvi-

nuty takové podmínky, které by způsobily prasknutí obalu spory. Spora je velmi odolná, což 

parazitu umožňuje přežít nepříznivé podmínky okolního prostředí. Pokud ovšem není spora 

během homogenizace narušena, nemůže se uvolnit DNA parazita, což vede k negativnímu 

výsledku i přes to, že je parazit ve tkáni přítomen. Odchyty probíhaly vždy během čtyř mě-síců od jara do podzimu, v roce 2015 se jednalo o období od června do listopadu, v roce 2016 se pak jednalo o období od května do října. V průběhu července ovšem nebyl od-chyt prováděn v žádném roce. Na přítomnost parazitů Encephalitozoon  spp. byli nejčas-těji pozitivní jedinci odchycení v červnu; jednalo se o 4 jedince z  22 odchycených jedin-ců (18,2 %). Dále byli pozitivní dva jedinci odchyceni v říjnu (20 %). Jeden pozitivní je-dinec byl odchycen v květnu (20 %), srpnu (25 %) a září (11,1 %). 
V České republice existuje jedna studie zaměřená na detekci Encephalitozoon spp. u 

volně žijících hlodavců, případně hmyzožravců (Sak et al., 2011a). Parazit E. cuniculi byl 

pomocí PCR detekován v 8,7 % vzorků trusu myši domácí, zatímco v případě E. hellem byl 

výsledek pozitivní v 8 %. Zvířata žila v blízkosti lidských obydlí, hlodavci tak mohou být 

zdrojem infekce pro lidi. Na Slovensku byl metodou PCR detekován E. cuniculi (0,4 %) i E. 

intestinalis (0,4 %) ve vzorcích trusu myší (Danišová et al., 2015). Ve Švýcarsku (Müller-
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Doblies et al., 2002), byla metodou Western blot vyšetřena krevní séra potkanů, kteří byli 

odchyceni ve městě, zvířata tak mohla přicházet do častého kontaktu s lidmi. Protilátky byly 

zjištěny u 13 % jedinců. Většina zmiňovaných prací byla zaměřena na hlodavce žijících 

v blízkosti lidských obydlí, oproti tomu má práce byla zaměřena na zvířata, která byla odchy-

cena v chráněných krajiných oblastech, a nepřicházela tak do častého kontaktu 

s domestikovanými zvířaty nebo člověkem.  

Další studie zaměřená na volně žijící drobné savce byla provedena ve Velké Británii 

(Meredith et al., 2015). Sérologickou metodou přímého aglutinačního testu (DAT) byly proti-

látky proti E. cuniculi detekovány u norníka rudého (10,7 %), hraboše mokřadního (5,8 %) a 

myšice křovinné (1 %). V Rakousku byl parazit detekován metodou PCR v mozkové tkáni 6 

% hrabošů polních a 7 % hryzců vodních (Fuehrer et al., 2010). V Japonsku byli u hlodavců a 

hmyzožravců detekováni všechny druhy rodu Encephalitozoon spp. parazitující na savcích 

(Tsukada et al., 2013). Paraziti E. cuniculi a E. hellem byli detekováni u 10,5 % hlodavců, 

E. intestinalis u 3,1 % jedinců. V případě hmyzožravců byl parazit E. cuniculi detekován 

u  16,7 % jedinců, zatímco E. intestinalis a E. hellem byli každý detekováni u 5,6 % jedinců. 

Vzorky mozkové tkáně nebo ledvin byly vyšetřeny metodou nested PCR a následně byly rov-

něž sekvenovány.  

Drobní savci mohou být potenciálními přenašeči infekce a představovat tak riziko pro 

jejich konzumenty, zejména tedy pro masožravce, na které však bylo zaměřeno jen několik 

studií. V České republice byl u masožravých savců detekován pouze E. cuniculi, a to u 3,3 % 

kun; vzorky mozkové tkáně byly vyšetřeny metodou PCR (Hůrková a Modrý, 2006). 

E. cuniculi byl dále detekován také 49,5 % lišek vyšetřených ve Velké Británii metodou DAT 

(Meredith et al., 2015). Lišky byly vyšetřeny také v Irsku a to metodou IFAT, byly deteková-

ny protilátky proti E. cuniculi (0,5 %) a E. intestinalis (0,5 %; Murphy et al., 2007). Další 

studie se zaměřila na volně žijící nosály v Brazílii (Lallo et al., 2012a). Vzorky moči byly 

vyšetřeny metodou PCR a mikroskopickým zobrazením; E. cuniculi byl detekován v 11,7 % 

případů, zatímco parazit E. intestinalis a E. hellem byl detekován u 6,7 % vzorků.  

V současné době není způsob přenosu infekce parazity Encephalitozoon spp. zcela ob-

jasněn. Drobní savci žijící v odchytových lokalitách CHKO Moraský kras a CHKO Poodří 

však mohou pro masožravce a případně dravce žijící ve zmíněných lokalitách představovat 

riziko přenosu infekce.  
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6.2 Srovnání metod single a nested PCR 

Při vyšetření vzorků metodou nested PCR bylo pozitivních 10 % jedinců. Pro reakci 

však byly použity primery, které umožňují detekci více druhů mikrosporidiálních parazitů. 

Kromě Encephalitozoon spp. se jedná o parazity Vairimorpha necatrix, V. lymantriae, Ame-

son michaelis a Ichtyosporidium giganteum (Katzwinkel-Wladarsch et al., 1996). V případě 

parazitů Encephalitozoon spp. vzniká produkt o velikosti přibližně 300 bp (Tsukada et al., 

2013). Pro rozeznání jednotlivých druhů rodu Encephalitozoon je však nutné provedení geno-

typizace. 

V rámci této práce bylo na genotypizaci zasláno všech deset pozitivních vzorků, úspěš-

ně se ovšem podařilo sekvenovat pouze tři vzorky. To ovšem neznamená, že zbylých 7 jedin-

ců nebylo parazitem infikováno. Proces genotypizace může být neúspěšný z mnoha důvodů. 

V tomto případě se zřejmě jednalo o neadekvátní koncentraci templátové DNA. Produkt PCR 

reakce je pak pro genotypizaci příliš slabý. Do budoucna je tedy nutné upravit objem vzorku 

vyšetřeného metodou nested PCR tak, aby byl výtežek reakce větší.  

U všech tří genotypizovaných vzorků byl detekován parazit E. cuniculi, konkrétně jeho 

druhá větev. E. cuniculi se geneticky dělí celkem na čtyři větve na základě počtu opakování 

genové sekvence 5'-GTTT-3' v ITS sekvenci. První větev je, vzhledem k výskytu u králíků a 

myší, nazývána jako větev králičí; zmíněná sekvence se opakuje třikrát. U druhé větve, větve 

hlodavců, se sekvence opakuje dvakrát (Didier et al., 2000). V případě třetí, psí větve, se sek-

vence opakuje čtyřikrát, zatímco u čtvrté lidské větve pětkrát (Talabani et al., 2010; Nell et 

al., 2014). I přes to, že jednotlivé kmeny mají své typické hostitele, mohou se vyskytovat také 

u dalších druhů. V rámci studie zabývajícími se přítomností parazitů Encephalitozoon spp. u 

hlodavců a hmyzožravců v Japonsku byly detekovány větve I a III, zatímco II. větev nebyla 

detekována u žádného vzorku (Tsukada et al., 2013). Na základě výsledků genotypizace je 

v odchytových lokalitách pravděpodobně nejvíce rozšířený druhý kmen parazita. K potvrzení 

tohoto tvrzení by ovšem byla nutná genotypizace i dalších pozitivních vzorků. 

Jedním z cílů, které jsem si pro tuto práci stanovila, bylo porovnání citlivosti metod sin-

gle a nested PCR. V rámci této práce byly vyšetřeny stejné vzorky a stejná izolovaná DNA, 

jako v předešlé práci, ve které byl při vyšetření metodou PCR parazit E. cuniculi detekován 

pouze u jednoho jedince (1 %). Jednalo se o samce myšice temnopásé, který byl odchycen 

v červnu roku 2016 v CHKO Poodří (Brlicová, 2017). Při vyšetření metodou nested PCR byl 



  

36  

v případě tohoto vzorku na gelu velmi slabý band (proužek). Jako pozitivní byly označeny 

pouze vzorky, které byly v gelové elektroforéze jasně pozitivní. I přesto, že při teplotě - 18 °C 

může být izolovaná DNA skladována až dva roky, je možné, že v případě tohoto vzorku došlo 

k degradaci DNA. Pro srovnání citlivosti obou metod single a nested PCR bylo ale nutné pou-

žít DNA izolovanou v rámci předcházející práce. 

 Nested PCR je modifikací metody PCR, která je tvořena dvěmi na sebe navazujícími 

PCR reakcemi. Nested PCR má oproti single PCR dvě výhody. Díky celkově vyššímu počtu 

opakování cyklu, během kterého dochází k namnožení požadované PCR sekvence, se zvyšuje 

výtěžek produktu reakce. Tím pádem může být výsledek pozitivní i v případě, že byl produkt 

v případě single PCR příliš slabý (Therese et al., 2005). Druhý cyklus nested PCR také elimi-

nuje nespecifický produkt, který se případně mohl vytvořit během první reakce PCR (Schmitt 

et al., 1994). Nested PCR je tedy oproti single PCR senzitivnější a specifičtější.  

I přes to, že provedená genotypizace byla úspěšná pouze u tří z deseti pozitivních vzor-

ků, je možné srovnání obou metod. Všechny tři genotypizované vzorky prokázaly přítomnost 

parazita E. cuniculi. Metoda nested PCR je tedy pro vyšetření tkání na přítomnost parazita 

E. cuniculi citlivější.  
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7 Závěr 
V rámci této práce jsem si stanovila dva cíle – vyšetřit odchycené drobné savce na pří-

tomnost parazitů Encephalitozoon sp. Metodami nested PCR a genotypizace, a následně po-

rovnat citlivost nested PCR s metodou single PCR použitou v dřívější práci (Brlicová, 2017). 

Metodou nested PCR jsem vyšetřila tkáně 100 drobných savců, kteří byli odchyceni v letech 

2015 a 2016 v CHKO Moravský kras a Poodří. Parazité Encephalitozoon spp. byli detekováni 

u 10 % jedinců (n=10). Na základě výsledků provedené genotypizace se ve třech případech 

jednalo o E. cuniculi. Pro vyšetření metodou nested PCR byly použity stejné vzorky, které 

byly vyšetřeny v rámci mé původní práce metodou single PCR, kterou byl parazit E. cuniculi 

detekován pouze u jednoho vzorku (1 %). Metoda nested PCR je tedy oproti single PCR citli-

vější. Nested PCR má ovšem také nevýhody. Vzhledem k použitým primerům je pro přesné 

určení druhu parazita rodu Encephalitozoon nutné pozitivní vzorky genotypizovat. Dále je 

oproti single PCR tato metoda časově náročnější, a to z důvodu dvou na sebe navazujících 

PCR reakcí. Nested PCR je ovšem výrazně více senzitivní. Pro vyšetření tkání na přítomnost 

parazitů Encephalitozoon spp. je tedy vhodnější.   
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