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Anotace

Zastupci rodu Encephalitozoon jsou obligatni intracelularni parazité z kmene
Microsporidia napadici Siroké spektrum zivocichi, vcetné clovéka. V ramci své drivéjsi
prace (Brlicova, 2017) jsem se zabyvala detekci E. cuniculi u volné Zijcich drobnych sav-
c. Parazit E. cuniculi byl detekovan pomoci single PCR u 1 % vysSetfenych vzorkd.
V ramci této predkladané prace jsem vysSetrila stejné vzorky, ale pomoci metody nested
PCR, coz je modifikace single PCR, ktera zvysSuje jeji senzitivitu a specificitu. Parazité
Encephalitozoon spp. byl pomoci citivéjsi metody detekovan u 10 % vzorkid (n = 10).
Primery pouzité v nested PCR vSak umoznuji detekci vice mikrosporididlnich parazitd,
které se odliSuji na zakladé rozdilné velikosti vysledného produktu. Pro rozliSeni jednot-
livych druhii rodu Encephalitozoon je nutné provést genotypizaci. VSech deset pozitiv-
nich vzorkil bylo zaslano na genotypizaci. Podarilo se genotypizovat tfi z nich, které byly
urceny jako E. cuniculi I1. vétve. [ pres to, Ze se nepodarilo genotypizovat vSechny vzorky,
ma prace dokazuje, Ze metoda nested PCR je oproti single PCR citlivéjsi a pro vySetreni

tkani na pritomnost paraziti Encephalitozoon spp. vhodnéjsi.

Klic¢ova slova: Microsporidia, nested PCR, hlodavci, hmyzoZravci, encefalitozoondza



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, | 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 Uvod

Encephalitozoon spp. je paraziticky organizmus, ktery napada Siroké spektrum
zivocicht, véetné Clovéka. K diagnéze téchto parazitl ze tkani se bézné pouziva PCR me-
toda, pomoci které byly vySetieny i vzorky tkani volné Zijcicih hlodavci a hmyzoZravci
v ramci mé drivéjsi prace ,,Encephalitozoon cuniculi u volné Zijicich drobnych savcti“ (Br-
licova, 2017). Metoda PCR ma nékolik modifikaci. Jednou z nich je i nested PCR, ktera
spociva v provedeni dvou na sebe navazujcicich PCR reakci. Nested PCR ma zvySovat
senzitivitu a specificitu single PCR reakce. V ramci této prace jsem se proto zamérila na
vySetireni stejnych vzorkil jako v ptedchozi praci, ale s vyuzitim nested PCR a genotypi-

zace a s moznosti porovnani citlivosti obou metod.



2 Cile

Pro svoji praci jsem si stanovila nasledujici cile:
e Vysetfit odchycené drobné savce na pritomnost parazita Encephalitozoon spp. meto-
dou nested PCR a genotypizace
e Porovnat citlivost nested PCR pouZitou v této praci s citlivosti single PCR pouZitou
v dFivéjsi praci (Brlicova, 2017).



3 Literarni prehled
3.1 Taxonomické zarazeni

Mikrosporidie se Tfadi do domény eukaryotickych Zivocichl. Drive byl kmen
Microsporidia Ffazen mezi prvoky, ovSsem na zakladé pfitomnosti chitinu v obalu spory byl
nasledné prefazen do FiSe hub (Fungi; Garcia, 2002). Rod Encephalitozoon byl poprvé dete-
kovan v roce 1922, do rodu Encephalitozoon se fadi Ctyfi druhy — Encephalitozoon cuniculi,
E. hellem, E. intestinalis a E. romaleae. E. cuniculi byl poprvé pospan u kralika postizeného
paralyzou, jednalo se zaroven o prvni doloZzenou nakazu savcem zastupcem kmene Microspo-
ridia (Wright a Craighead, 1922). Vzhledem k morfologicky nerozliSitelné stavbé bylo defi-
novani dal$ich druhd umoznéno az molekularni analyzou (Hinney et al., 2016). V roce 1991
byl poprvé izolovan druh E. hellem, a to u tfi HIV pozitivnich pacientl (Didier et al., 1991).
E. intestinalis byl popsan v roce 1993 taktéz pfi izolaci u HIV pozitivnich pacientl, ovsemo-
pldvodné pod nazvem Septata intestinalis (Cali et al., 1993). K pfejmenovani doslo az o dva
roky pozdéji, v roce 1995 na zékladé genetické sekvence, ktera byla z vice nez 90 % identicka
se sekvenci dalsi druhd rodu Encephalitozoon (Hartskeerl et al., 1995). Posledni dosud zna-
mym druhem je E. romaleae, ktery se od ostatnich druh odliSuje vétsi sporou. Byl popséan
v roce 2009 u zastupce Fadu rovnokfidlych Romalea microptera (Lange et al., 2009).

Rod Encephalitozoon je charakteristicky extrémné kratkym genomem. NejkratSi dosud
znamy eukaryoticky genom ma E. intestinalis, a to 2,3 Mbp (miliond par(i bazi; Corradi et al.,
2010). Genom druh E. hellem a E. romaleae je tvofen 2,5 Mbp, a v pfipadé E. cuniculi se
jedna o 2,9 Mbp (Katinka et al., 2001; Pombert et al., 2012). Jde o minimum genetické infor-
mace, se kterou je paraziticka eukaryoticka bunika schopna prezit. Tento genom postrada me-
tabolické drahy, které byly dfive povaZzovany za nezbytné pro Zivotaschopnost eukaryotické
buniky. Naproti tomu genom obsahuje geny dekodujici transportéry, které ziskavaji energii a
metabolity z hostitelské buriky (Tsaousis et al., 2008). Na zakladé nalezu genu zviteciho pl-
vodu v genomech E. hellem a E. romalea je vSak dokonce mozné, Ze parazit dokaze
z hostitelské buriky ziskat i urcitou Cast genetické vybavy (Selman et al., 2011). Parazité vy-
kazuji genetickou diverzitu i v rdmci rodu. V pripadé E. cuniculi jsou dosud znamé celkem 4
kmeny, které se odliSuji poftem opakovani sekvence 5'-GTTT-3'(Didier et al., 2000; Keeble,
2011; Nell et al., 2014). U E. hellem bylo dosud popsany kmeny 1 a 2, které se dale déli na
dalsi tfi kmeny (A-C), které odliSuje lokus ITS sekvence gendl proteinu polarni trubice, SSU



rRNA a (Mathis et al., 1999; Xiao et al., 2001). Na rozdilné kmeny E. intestinalis byla zamé-
fena jen jedna studie, kterd analyzovala celkem 9 rozdilnych kmen( (Galvan et al., 2013).

3.2 Spory

Encephalitozoon spp. jsou parazité vyskytujici se ve formé jednobunéénych monojader-
nych bezbicikatych spor (Obr. 1) ovalneho tvaru (Hinney et al., 2016). Velikost spor se lisi
v zavislosti na druhu. Nejmensi zralé spory ma E. hellem (1 x 1,5-2 pm), o néco Vv&tsi jsou
spory E. cuniculi (1,5 x 2,5 ym) a E. intestinalis (1,3-2 x 2,5-3 um; Didier et al., 1991; Molina
et al., 1995; Jordan et al., 2006). Nejvétsi spory ma ovsem E. romalea, a to 2 x 4 um (Lange
et al., 2009). Typickym rysem mikrosporidialni spory je absence nékterych organel typickych
pro eukaryotické burky, konkrétné se jedna o mitochondrii, centrioly a peroxizom. Golgiho
aparat je atypicky a velmi primitivni. Spora z hlediska chybéjicich organel a obdobné stavby
ribozom( velmi podoba burikdm prokaryotickym (Bigliardi et al., 2001). Funkci mitochondrif
pravdépodobné zastava organela mitozom, zfejmé pozlistatek mitochondrie, se kterou ma
spole¢nou dvojitou membranu a nékteré velmi podobné proteiny (Bakatselou et al., 2003).
Tato organela hraje roli v biosyntéze Fe-S Kklastru, postrada oviem proteiny umozfiujici bu-
nécné dychani a biosyntézu hemu (Goldberg et al., 2008).

Kotevni disk
Lamelovy polaroplast
«— EXOSpOr

Endospor

Vezikularni polaroplast

Jadro

Polarni trubice

Posteriorni vakuola

Obrézek 1: Spora E. cuniculi (Keeling, 2002; upraveno autorkou)
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Zésadni vyznam pro parazitické spory hraji invazivni organely. Jejich pfitomnost pod-
miriuje schopnost infikace hostitelské buriky, uvnitf které mliZze parazit podstoupit déleni. In-
vazivni organely umoZfuji transport sporoplazmy do hostitelské bunky. Samotnou funkci
pfenosu zajiStuje polarni trubice tvofena membranou a glykoproteinovymi vrstvami.
V klidném stavu dosahuje délky 50 um a priméru 0,1 — 0,2 um. P¥i své aktivaci je ovsem
schopn& mnohonéasobného zvétseni (Keeling a Fast, 2002). Ke spofe je uchycena pomoci ko-
tevniho disku v anteriorni Casti spory, nasledné se vine témer skrz celou sporu. K Uspésné
infikaci buniky jsou potfebné i dalSi invazivni organely, které umoZzfiuji funkci polarni trubice.
Jednou z nich je posteriorni vakuola, organela ovalného tvaru s membranou, ktera zabira ¥ az
Y5 celé spory. Polarni trubice se sice vakuoly dotyka, ta je ovSem od trubice oddélena vlastni
membranou (Weidner, 1972). Vyznam posteriorni vakuoly spociva v jeji schopnosti absorpce
vody, ¢imz organela zvétsi svlij objem. Vznika tak tlak potfebny pro vypuzeni trubice ven ze
spory (Lom, 1972). Obdobnou funkci pini také na sebe vzajemné navazujici lamelovy a vezi-
kulérni polaroplast v anteriorni ¢asti spory (Keeling a Fast, 2002).

Obal spory je tvoren trojitou vrstvou, ktera se sklada z vnitfni plazmatické membrany,
endosporu a vnéjSiho exosporu. Endospor je tvoren elektron-lucentni strukturou obsahujici
alfa-chitin a bilkovinnou slozku (Vavra a Larsson, 1999). Spory jsou jedina Zivotaschopna
forma mikrosporidii. Obal spory musi byt schopny odolat nejen vnéj§im podminkam po dobu
mimo hostitele, ale také imunitni reakci hostitele na infekci. Za pFiznivych podminek, tedy pri
primérnych teplotach a v suchém prostredi, jsou spory schopné piezit az 4 tydny mimo hosti-
tele. Nejdel$i dobu dokazi spory prezit pri teploté 4 °C a 100% vlhkosti, a to az 98 dnd (Wall-
er, 1979).

3.3 Zivotni cyklus

Encephalitozoon spp. jsou obligétni intracelularni parazité. Mohou se tedy rozmnoZovat
pouze uvnitf hostitelské buriky, navic musi byt spora pfitomna v cytoplazmé hostitelské bun-
ky. Samotny hostitelsky cyklus je pro viechny druhy rodu Encephalitozoon obdobny, lisi se
hostitelskou specificitou a cilovymi organy.

K infekci zdravého zvifete dochazi pf¥i pozfeni spory, napf. z potravy nebo vody konta-
minované sporami nebo pozirenim nakazeného masa, mozné je také vdechnuti spory (Rinder
et al., 2004; Didier et al., 2004; Didier a Weiss, 2006; Graczyk et al., 2007). Ke kontaminaci
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prostiedi dochézi pri vylucovani spor moci, vykaly nebo sputem infikovanych jedincl (Li et
al., 2003; Sinski, 2003). Je mozny také prenos infekce transplacentarné z matky na plod (Cox
et al., 1979; Baneux a Pognan, 2003). U ptakd byl popsan transovarialni prenos (Reetz, 1994).
Poté, co se spora dostane do téla hostitele, putuje krvi k cilovym organdim, které se lisi
v ramci jednotlivych druhd. V pfipadé E. hellem a E. intestinalis jsou typickym mistem infek-
ce zejména organy gastro-intestinalniho traktu (Soule et al., 1997; Bornay-Llinares et al.,
1998). Naproti tomu E. cuniculi napada zejména buriky ledvin a centrdlniho nervového sys-
tému (Harcourt-Brown, 2004). Spory se ovsem mohou vyskytovat i v dalSich tkanich. Na-
sledné dochazi k zahajeni invazivni faze. Spora se aktivuje, dochazi k vypuzeni polarni trubi-
ce ven ze spory, skrze kterou je do hostitelské buriky prepravena sporoplazma spory. Uvnitf
hostitelské buriky se vytvari parazitoforni vakuola, ktera je tvofena vrstvami endoplazmatic-
kého retikula a oddéluje parazita od plazmy hostitelské buriky (Franzen et al., 2004; Ron-
nebdumer et al., 2008). Pravé uvnitf této organely dochdzi k vegetativni fazi slouZici
k namnoZeni parazita. Déleni probiha procesem merogonie (typ nepohlavniho rozmnozZovani).
Nejdrive dochazi k rozdéleni sporoplazmy, ¢imz vznikaji meronty. Z merontd se poté, co pro-
jdou opakovanym binarnim délenim, stavaji sporonty, které se bud hned, nebo po jednom
déleni vyviji ve sporoblasty. V této fazi se v nové vzniklych sporach vyvijeji potfebné organe-
ly. Poté dochazi k plazmoptyze hostitelské buriky a nové spory se uvolfiuji do tk&riového mo-
ku. Spory nasledné napadaji nové hostitelské buriky a cely proces se opakuje (Jordan et al.,
2006; Keeble, 2011).

3.4 Encefalitozoonoza u zvirat

Typickym hostitelem E. cuniculi je kralik domaci. Jedna se o jediny druh, u kterého ten-
to parazit zpdsobuje klinické pFiznaky, a to predevsim u jedincl s oslabenou imunitou vliivem
stafi nebo pridruzené infekce (Keeble, 2011). Vlivem poskozeni mozkové tkané dochazi ke
vzniku vestibularniho syndromu, ktery se projevuje naklonénim hlavy (Harcourt-Brown,
2004). Infekce mozku Casto byva spojena take s poruchou motoriky, ztratou rovnovahy nebo
ataxif, tedy poruchou hybnosti, v nejzavaznéjsich pripadech mlze dojit i k ochrnuti nebo Ghy-
nu jedince (Jordan et al., 2006; Keeble, 2011). Typicky je také vznik propadlin na povrchu
ledvin v dlsledku zanétu zplsobeného parazitem (Harcourt-Brown, 2004). V pfipadé infekce
parazity E. hellem a E. intestinalis se mlze vyskytnout diarrhea (Raynaud et al., 1998).
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V Ceské republice byla u kralikd zjisténa metodou ELISA prevalence 36 % (Neumaye-
rova et al., 2014). Kromé kralik( napada E. cuniculi také dalsi domaci zvifata. V Ceské re-
publice vsak byli kromé kréalik{l na pFitomnost parazita sledovani pouze koné. Parazit byl me-
todou PCR detekovan ve stolici 6,9 % koni (Wagnerova et al., 2012). E. cuniculi oviem mUze
infikovat také ptaky. V ramci studie, ktera se zabyvala exotickymi ptaky chovanymi v Ceské
republice, bylo metodou PCR zaznamenano 17,4 % pozitivnich vzorkd stolice (KaSickova et
al., 2009). | pres to, Ze hlavnim hostitelem E. intestinalis je Clovék, byl tento parazit deteko-
van i u nékterych domacich zvirat v€etné psa, kocky, kravy, prasete a dalSich zvifat (Bornay-
Llinares et al., 1998; MalGekova et al., 2010; Velasquez et al., 2012). Zadna studie oviem
nebyla zaméFena na vyskyt parazita u doméacich zvifat v Ceské republice. Parazit E. hellem je
typicky zejména pro ptaky. V Ceské republice byl pfi vySetfeni vzork{ stolice exotickych
ptakd metodou PCR parazit zaznamenan u 10,1 % jedincll (KaSi¢kova et al., 2009).

Volné Zijici zviirata
U volné Zijicich zvifat je, stejné jako u domacich, nejcastéji zaznamenan parazit E.
cuniculi (Tab 1). E. intestinalis a E. hellem byly zaznamenany také u zajice polniho (Lepus

europaneus; De Bosschere et al., 2007), u volné Zijicih hlodavcl byly tito parazité zazname-

nani jen v rdmci studii uvedenych v Tab. 1.

13



Tab 1: Vyskyt parazitl Encephalitozoon spp. u volné Zijicich savci a ptak

Celed/ttida Zemé Rod parazita Metoda Prevalence Zdroj
hlodavci Japonsko E. cuniculi PCR/seq 10,5%  Tsukadaetal., 2013
E. intestinalis PCR/seq 3,1%
E. hellem PCR/seq 10,5 %
Rakousko E. cuniculi PCR 6,5 % Fuehreretal., 2010
Velka Britanie  E. cuniculi DAT 53% Meredith et al., 2015
Svycarsko E. cuniculi IFAT, WB 13% Miiller-Doblies et al., 2002
CR/Némecko E. cuniculi PCR 8,7% Sak et al., 2011a
E. hellem PCR 8%
Slovensko E. cuniculi PCR 0,4 % DaniSova et al., 2015
E. intestinalis PCR 0,4 %
hmyzozravci  Japonsko E. cuniculi PCR/seq 16,7%  Tsukada et al., 2013
E. intestinalis PCR/seq 5,6 %
E. hellem PCR/seq 5,6 %
zajicoviti Italie E. cuniculi PCR 9,7% Zanet et al., 2013
CR E. cuniculi IFAT 2,9%  Bartovéetal., 2015
Rakousko E. cuniculi IFAT 0,8%
Slovensko E. cuniculi IFAT 0,5%
primati Centr. Afr. Rep E. cuniculi PCR/seq 7,5 % Sak et al., 2013
Rwanda E. cuniculi PCR/seq 11% Sak et al., 2014
Selmy CR E. cuniculi PCR 3,3% Harkova a Modry, 2006
Brazilie E. cuniculi M, PCR 11,7 % Lallo et al., 2012a
E. intestinalis M, PCR 6,7 %
E. hellem M, PCR 6,7 %
Velka Britanie  E. cuniculi PCR 49,5 % Meredith et al., 2015
Irsko E. cuniculi PCR 0,5% Murphy et al., 2007
E. intestinalis PCR 0,5%
ptaci Brazilie E. cuniculi M, PCR 1% Lallo et al., 2012b
E. intestinalis M, PCR 1,5 %
E. hellem M, PCR 16,30%
Polsko £ hellem M, PCR 359% Slodkowicz-Kowalska et al.,
2006
E. intestinalis M, FISH 0,2%
Slovensko E. cuniculi M+PCR/seq 40,4 % Malcekova et al., 2013

PCR - polymerézova fetézova reakce; seq — sekvenace; DAT — pfimy aglutinacni test; IFAT — nepfimy imunof-
luorescencni test; WB — imunoblot; M — mikroskopické vySetfeni
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3.5 Encefalitozoonoéza u lidi

Parazité E. cuniculi, E. intestinalis a E. hellem jsou spole¢né s Enterocytozoon bieneusi
nejcastéjsimi plivodci mikrosporidiézy u ¢lovéka (Didier et al., 2004)

K infekci dochazi nejcastéji pozfenim masa nebo potravin potfisnénych moci infikova-
nych zvifat, dale také manipulaci s infikovanymi jedinci €i s jejich masem. Spory se ovsem
mohou vyskytovat i v pitnych, uzitkovych a odpadnich vodach (Dowd et al., 2003; Izquierdo
et al., 2011). K rozsiteni infekce mize dojit také pri odstrariovani infikovaného ptaciho trusu
z verejného prostranstvi, pricemz spory se dostavaji do ovzdu$i (Graczyk et al., 2007).
U ¢lovéka mize dojit k infekci i pfi transplantaci organti (Hocevar et al., 2014). Pro zdravého
jedince nepredstavuje ndkaza sporami Encephalitozoon spp. velké riziko. Encephalitozoondza
vSak mlze mit i letalni pribéh, a to zejména i imunokompromitovanych jedincl, nejcastéji
pacientd nakazenymi virem HIV nebo po transplantaci organd. Priibéh onemocnéni a s nim

spojené komplikace zavisi na druhu parazita.

U ¢lovéka se nejcastéji vyskytuje druh E. intestinalis. Tento parazit zplisobuje chronic-
ky prijem, pokud se ovsem parazit dostane do Zlucovych cest a Zluéniku, mlze dojit i ke
vzniku cholangitidy nebo cholecystitidy (Weber et al., 1994; Raynaud et al., 1998; Sheikh et
al., 2000). Déle se mize parazit rozsifit také do ledvin, plic a nosni dutiny (Didier et al.,
1996). V pfipadé E. hellem patfi mezi klinické priznaky keratokonjuktivitida, tracheobronchi-
tida, sinusitida, nefritida a cystitida, postihuje tedy zejména organy vylucovaci a dychaci sou-
stavy a zrakovy organ (Didier et al., 1991). E. cuniculi nejCastéji postihuje urogenitélni a re-
spiracni soustavu, dale byl parazit zaznamenan také ve stfevech 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). Pfi ndkaze parazitem rodu Encephalitozoon
dochazi zejména k patologickym zménam, které se odvijeji od mista a rozsahu infekce. Ty-
picka je tvorba granulomat6zniho zanétu, tedy chronického zanétu spojeného s tvorbou mi-
kroskopickych loZisek — granulomi (Jordan et al., 2006). V pfipadé E. cuniculi je typicky
vznik propadlin na povrchu ledvin (Keeble, 2011). Parazit E. hellem a E. intestinalis se vy-
skytuji typicky v gastro-intestinalnim traktu a v organech vylu€ovaci soustavy (De Bosschere
et al., 2007).

V Ceské republice byl parazit E. cuniculi detekovan metodou PCR u 32,5 % lidi ve
vzorcih stolice (Sak et al., 2011b). Na Slovensku byly protilatky proti E. cuniculi zjistény
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nepfimym imunofluorescenénim testem IFAT u 5,7 % zdravych jedincl a u 37,8 % lidi
s oslabenou imunitou (Halanova et al., 2003). V Egypté byly pomoci metody IFAT zjistény
protilatky proti E. cuniculi u 11,4 % zdravych lidi a u 77,3 % jedincd s oslabenou imunitou
(Abu-Akkada et al., 2015). V Jizni Korei byl E. intestinalis detekovan metodou PCR ve stoli-
ci 5% lidi trpicich prdjmem (Kim et al., 2015). Tento parazit byl dale detekovan ve stolici u
60,2 % pacientd podstupujici chemoterapeutickou Ié¢bu pfi mikroskopickém zobrazeni za
pouziti rdiznych barviv (Hamamci et al., 2015).

3.6 Diagnostika

Urceni diagndzy u zvirat je velmi obtizné, protoZe pokud se nemoc projevi, tak nejcas-
téji v kombinaci s jinym onemocnénim, se kterym miZze mit velice podobné priznaky. Existuji

primé (prikaz parazita) a nepfimé metody (priikaz protilatek proti parazitovi).

K pfimému prikazu se vyuziva detekce spor v moci pomoci specialniho barveni a na-
sledného mikroskopického vysetfeni. Pfi barveni modifikovanym trichomem se spory zabar-
vuji do rGiZzovo-Cervena, Gramovo barveni zplsobuje tmavé fialové a Giemsovo modré zbar-
veni (Jordan et al., 2006; Keeble, 2011). Tato metoda je pomérné rychla a levna, oviem
s nizsi citlivosti a navic neni mozné rozliSit jednotlivé druhy kmenu Microsporidia (spory
mohou byt zaménény s bakteriemi nebo kvasinkami). K uréeni spravné diagnozy se vyuziva
zejména barveni vzork( moci, stolice a dalSich téInich tekutin pomoci barviv Uvitex 2B nebo

modifikovanym trichomem (van Gool a Dankert, 1995).

U Clovéka se diagnoza urCuje zejména vysetfenim télnich tekutin pomoci jiZ zminénych
metod. VySetfeni pomoci elektronové mikroskopie umoziuje rozliit ¢tyfi nejCastéjsi parazity
mikrosporidialniho plvodu vyskytujici se u ¢lovéka, coZ je mozné na zakladé rozméru jednot-
livych spor, poctu smycek polarni trubice a pFipadné tvorby parazitoformni vakuoly uvnitf
hostitelské buriky (Keeling a Fast, 2002). Jako doplnéni ke spravnému urceni diagndzy jsou
vhodna také zobrazovaci vysetfeni nebo vySetfeni krve. Dalsi metodou, kterd se u lidi pouziva
zejména pri selhavani ledvin, je vySetfeni pomoci renalni biopsie, tedy histopatologickym
vysSetfenim vzorku tkané ledvin. Teoreticky mlZe tato technika poskytnout kone¢nou diagné-
zu v pfipadech postizeni ledvin v ¢asovém odstupu devét tydnl po infekci (Harcourt-Brown,

2004).
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K diagnostice nebo prevalenénim studii se Casto pouzivaji sérologické metody, které
funguji na zakladé detekce protilatek proti E. cuniculi v krevnim séru. Bézné se pouziva en-
zymova imunoanalyza (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay), kterd vyuziva dvou
vlastnosti imunoglobin(, a to schopnost protein(i vazat se na povrch plast(l, a moznost vazat
enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul. V tomto pfipadé se pouziva tzv. ne-
pfima ELISA, tedy test pro detekci specifickych protilatek. Dalsi sérologickou metodou je
nepfimy imunofluorescencni test (IFAT; Indirect Immunofluorescence Antibody Test), kte-
ry poskytuje kvalitativni i kvantitativni potvrzeni pfitomnosti protilatek v séru. Technika je
zaloZena na jevu fluorescence. Sérum je obarveno fluorochromem, nejcastéji fluorosceinem,
chemickou latkou, ktera po dopadu svétla o urcité vinové délce, vétSinou se jedna o ultrafia-
lové zareni, zafi svétlem emisnim o delSi vinové délce. Nasledné probiha vizualizace flu-
orescencnim mikroskopem (svujihlava.cz, clione.ne.jp). Tato technika se ukazala byt velmi
citlivym a specifickym testem pfi vySetfeni koCek (Kiinzel et al., 2014). Méné pouzivana je
imunoblot (Western blot, WB), ktera je oproti jinym sérologickym vySetfenim drazsi a ¢aso-
Ve naroCnéjsi. Poskytuje ovsem vétsi specificnost vysledkl (zdroj: borelioza.cz). Uzitecnym
testem mlize byt také test primé aglutinace (Direct aglutination test, DAT; Meredith et al.,
2015). Tyto testy ovSem pouze potvrzuje nebo vyvraci pfitomnost spor (Hinney et al., 2016).

DalSi moZnosti je pfima detekce pomoci metod molekularni biologie. Jednou znich je
metoda PCR, kterd byla pouZita také v této praci. Tuto metodu lze vyuZzit k prikazu E.
cuniculi ve vzorku moc€i, mozkomiSniho moku nebo v tkanich vySetfovaného jedince.
V pfipadé vysetfeni z moCi nemusi negativni vysledek v PCR znamenat, Ze jedince neni infi-
kovan sporami Encephalitozoon spp. Spory mohou byt moci vylucovany v nepravidelnych
cyklech (Harcourt-Brown, 2004). Tato metoda umozZiuje pfi pozitivnim vysledku urcit i kmen

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

Postmortalné Ize stanovit diagnézu na zakladé prikazu patologickych zmén, které se
li8i v zavislosti na druhu parazita. Typické patologické zmény zplsobené E. cuniculi, zahrnuji
napf. prohlubné na sténach ledvin a granulomy nebo jinak poskozena tkan mozku. Spory viak
nemusi byt v ledvindch nalezeny, a to i pfes rozsahlé zmény této tkané, protoZze mohly byt
vylouceny jesté pred uhynem infikovaného zvifete (Csokai et al., 2009). V mozku vSak spory

zlistavaji del$i dobu, a proto pri potvrzeni spor v mozkové tkani Ize urdit finalni diagnézu.
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3.7 Lécba

Pro léCbu encefalitozoon6zy dosud neexistuje jednotny postup. V roce 2001 byl za-
znamenan Uspéch v IéEbé experimentalné infikovanych kralikl (Suter et al., 2001). Lécha
byla zaloZena na potlaceni zanétu, zamezeni mnoZeni spor a léCbu ostatnich aktualnich chorob
jedince, v zavaznych pripadech také minimalizovani pFiznak( postizeni nervové soustavy.
Podle laboratornich studii je pomérné Gspésnym a hlavné pro kréliky zdravotné nezdvadnym
Iék fenbendazol. Jde o Sirokospektrélni antianthelmintikum Fadici se mezi benzimidazoly,
které velmi efektivné odstranuje spory z mozkove tkané a tim padem také redukuje klinickée
priznaky u méné zavaznych pripad(. Experimentalné bylo fenbendazolem lééeno osm pfiro-
zené infikovanych kralikd béhem ¢&tyf meésicl. Po zminéném casovém obdobi nebyla
v mozkové tkani nalezena zndmka po parazitovi. Fenbendazol mlze byt pouZit i preventivné
(Suter et al., 2001). Benzimidazoly se vaZi na B-tubulin ve stejném misté jako alkaloid kolchi-
cin, a inhibuji mikrotobularni polymeraci, ¢imz zabrariuje rdstu spory (Friedman a Platzer,
1978; Didier, 1997; Molina et al., 1998). K Ié¢bé zachvatl, naklanéni hlavy a nekontrolova-
telnych pohyb( je mozné pouzit diazepam nebo midazolam, coz jsou léCivé latky patfici mezi
benzodiazepiny, které maji zklidiujici ucinek a uvolfuji svalové kiece. PFi I6Cbé uveitidy jsou

nejvice ucinné kortikosteroidni 1éky (Jordan et al., 2006).

K 1é¢bé mikrosporidialnich onemocnéni ¢lovéka se nejCastéji pouziva Sirokospektralni
antiparazitikum albendazol ze skupiny benzimidazolQ, ktery zabrariuje mnoZzeni spor (GroB,
2003). Modely in vitro prokazaly 90% Uspésnost albendazolu na rdst spor (Bacchi et al.,
2004). Bylo zaznaamenano nékolik pripadd, pfi kterych byla lécba timto léCivem Gspésna (De
Groote et al., 1995; Didier et al., 1996; Molina et al., 1998; GroR 2003). Dllezita je ale pre-
vence: dostateCnd tepelnd Uprava masa pred konzumaci, vyhybéani se piti vody
z neosetfovanych vodnich zdrojd a myti rukou po kazdém potencialnim styku s infekei,
zejména pfi kontaktu s nakaZzenymi zvifaty, myti ovoce a zeleniny pfed poZitim. V ramci ji-
hokorejské studie byla prokazana pFitomnost spor E. hellem v 8,8 % vzork{ pldu, coz miize
vést ke kontaminaci zeleniny (Kim et al., 2015).

18


http://link.springer.com/article/10.1007/s00436-002-0753-x

4 Material a metodika

4.1 Odchyty volné Zijicich savci

V ramci této navazujici prace byly vysetfeny stejné vzorky, jako v praci plvodni (Br-
licova, 2017). Jednalo se o volné Zijici hlodavce a hmyzoZravce odchycené v letech 2015 a
2016 v CHKO Poodfi a Moravsky kras (Obr. 2). Odchyt probihal ve spolupréci
s Masarykovou univerzitou Brno (Ustav experimentalni biologie, odd&leni fyziologie a imu-
nologie Zivocich() na zékladé schvalenych projektl pokusti (Moravsky kras 50637/ENV/16-
2457/630/16, Pood¥i 41/2015). Soubor drobnych savcl pro vysetfeni pomoci metod moleku-
larni biologie byl vytvofen podle nékolika kritérii. SnaZila jsem se mit v souboru co nejvice
odchycenych druhd a u jednotlivych druh(l mit stejny nebo alespoii obdobny pocet jedincd,
zéstupcl dle pohlavi, doby a lokality odchytu, tak aby bylo mozné vysledky mezi sebou po-
rovnat. Jednalo se celkem o 100 savcl, z toho 85 hlodavcll z ¢eledi mySovitych (Muridae,
Tab. 2 a 3) a 15 hmyzozravcl z Celedi rejskovitych (Soricidae, Tab. 4 a 5). Prehled celkového
poctu odchycenych drobnych savcd podle druhu, pohlavi, lokality a doby odchytu jsou shrnu-
tyv Tab. 6, 7a8.

Obrazek 2: Mapa CR s vyznaGenim mist odchyt(i hlodavcd (zdroj: autorka)
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Tabulka 2: Prehled volné Zijicich drobnych savcl (fad hlodavci Rodentia, ¢eled mySoviti Muridae)

odchycenych v roce 2015
C. Druh Latinsky ndzev Pohl. Meésic  Lokalita Pozn.
1. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  f Cerven  PoodfFi
2. MysSice temnopdsd  Apodemus agrarius m Cerven  PoodfFi
3. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus m Cerven  PoodfFi
4.  MysSice kfovinna Apodemus sylvaticus f Cerven  PoodfFi
5. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Cerven  PoodfFi brezi
6. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Cerven  PoodfFi brezi
7. Mysice lesni Apodemus flavicolis m Cerven  PoodfFi
8.  Mysice lesni Apodemus flavicolis m Cerven  PoodfFi
9. MysSice lesni Apodemus flavicolis m Cerven  PoodFi
10. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  f Zari Moravsky kras
11. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  f Zari Moravsky kras
12. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  m Zari Moravsky kras
13. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus f Zari Moravsky kras
14. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus f Zari Moravsky kras
15. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Zari Moravsky kras
16. Mysice lesni Apodemus flavicolis m Zari Moravsky kras
17. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Zari Moravsky kras
18. Mysice lesni Apodemus flavicolis m Zari Moravsky kras
19. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  m fijen Moravsky kras
20. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  m fijen Moravsky kras
21. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  f fijen Moravsky kras
22. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  m fijen Moravsky kras
23. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  f fijen Moravsky kras
24. Nornik rudy Clethrionomys glareolus  m fijen Moravsky kras
25. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus f fijen Moravsky kras
26. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus m fijen Moravsky kras
27. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus f fijen Moravsky kras 4 embrya
28. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus f fijen Moravsky kras
29. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus m fijen Moravsky kras
30. Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus f fijen Moravsky kras
31. Mysice lesni Apodemus flavicolis f fijen Moravsky kras
32. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius m listopad Poodfi mlady
33. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius f listopad Poodfi mlady
34. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius f listopad Poodfi mlady
35. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius m listopad Poodfi mlady
36. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius f listopad Poodfi mlady
37. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius f listopad Poodfi mlady
38. Mysice temnopdsd  Apodemus agrarius m listopad Poodfi
39. MysSice temnopdsd  Apodemus agrarius f listopad Poodfi 6 embryi
40. MysSice temnopdsd  Apodemus agrarius m listopad Poodfi mlady

m-samec, f-samice
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Tabulka 3: Prehled volné Zijicich drobnych savcl (fad hlodavci Rodentia, ¢eled mySoviti Muridae)

odchycenych v roce 2016
C. Druh Latinsky ndzev Pohl. Mésic  Lokalita Pozn.
1. Nornik rudy Clethrionomys glareolus f kvéten Moravsky kras mlady
2. Nornik rudy Clethrionomys glareolus m kvéten Moravsky kras
3. Nornik rudy Clethrionomys glareolus m kvéten Moravsky kras mlady
4.  Mysice lesni Apodemus flavicolis f kvéten Moravsky kras  mlady
5. Nornik rudy Clethrionomys glareolus f Cerven  Moravsky kras 4 embrya
6. Nornik rudy Clethrionomys glareolus f Cerven  Moravsky kras  mlady
7. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus f Cerven Moravsky kras  mlady
8. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus f Cerven Moravsky kras  mlady
9. Nornik rudy Clethrionomys glareolus m Cerven  Poodfi
10. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius m Cerven  Poodfi
11. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius m Cerven  Poodfi
12. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius f Cerven  Poodfi
13. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius f Cerven  Poodfi
14. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius m Cerven  Poodfi
15. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius m Cerven  Poodfi mlady
16. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius f Cerven  Poodfi mlady
17. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius m Cerven  Poodfi mlady
18. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius f Cerven  Poodfi mlady
19. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus m Cerven  Poodfi
20. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus m Cerven  Poodfi
21. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus f Cerven  Poodfi
22. MysSice lesni Apodemus flavicolis f Cerven  Poodfi
23. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Cerven  Poodfi
24. MysSice malookd  Apodemus uralensis m Cerven  Poodfi
25. MysSice malookd  Apodemus uralensis m Cerven  Poodfi
26. Nornik rudy Clethrionomys glareolus f srpen  Moravsky kras  mlady
27. MysSice lesni Apodemus flavicolis m srpen  Moravsky kras  mlady
28. MysSice lesni Apodemus flavicolis f srpen  Moravsky kras
29. Nornik rudy Clethrionomys glareolus m Zari Moravsky kras  mlady
30. Nornik rudy Clethrionomys glareolus m Zari Moravsky kras
31. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus f Zari Moravsky kras  mlady
32. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Zari Moravsky kras  mlady
33. Mysice lesni Apodemus flavicolis m Zari Moravsky kras
34. MysSice lesni Apodemus flavicolis m Zari Moravsky kras  mlady
35. Mysice lesni Apodemus flavicolis f Zari Moravsky kras
36. Nornik rudy Clethrionomys glareolus f fijen Poodfi
37. MysSice temnopédsd Apodemus agrarius m fijen Poodfi mlady
38. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus m fijen Poodfi
39. MysSice kfovinnd  Apodemus sylvaticus m fijen Poodfi mlady
40. Hrabos polni Microtus arvalis m fijen Poodfi mlady
41. Hrabos polni Microtus arvalis m fijen Poodfi mlady
42. Hrabos polni Microtus arvalis m fijen Poodfi mlady
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43. Mysice kfovinna  Apodemus sylvaticus m fijen Moravsky kras  mlady
44. Mysice kfovinna  Apodemus sylvaticus f fijen Moravsky kras  mlady
45. Mysice lesni Apodemus flavicolis f fijen Moravsky kras

m-samec, f-samice

Tabulka 4: Prehled volné Zijicich drobnych savcl (fad hmyzoZravci Eulipotyphla, celed rejskoviti

Soricidae) odchycenych v roce 2015

C. Druh Latinsky ndzev  Pohl. Mésic Lokalita Pozn.
1. Rejsek obecny  Sorex araneus f Cerven Poodfi

2. Rejsek obecny  Sorex araneus m Zari Moravsky kras

3. Rejsek obecny  Sorex araneus f fijen Moravsky kras

4. Rejsek obecny  Sorex araneus m fijen Moravsky kras

5. Rejsek obecny  Sorex araneus f fijen Moravsky kras ~ mlady
6. Rejsek obecny  Sorex araneus m fijen Moravsky kras ~ mlady
7. Rejsek obecny  Sorex araneus m fijen Moravsky kras

8. Rejsek obecny  Sorex araneus m listopad  PoodFi

9. Rejsek obecny  Sorex araneus f listopad  PoodFi

10. Rejsek obecny Sorex araneus f listopad  PoodFi

m-samec, f-samice

Tabulka 5: Prehled volné Zijicich drobnych savcl (fad hmyzoZravci Eulipotyphla, celed rejskoviti

Soricidae) odchycenych v roce 2016

C. Druh Latinsky ndzev Pohl.  Meésic Lokalita Pozn.
1. Rejsek obecny Sorex araneus —m kvéten Moravsky kras
2. Rejsek obecny Sorex araneus m Cerven Poodfi mlady
3. Rejsek obecny Sorex araneus m srpen Moravsky kras
4. Rejsek obecny Sorex araneus f Zari Moravsky kras
5. Rejsek obecny Sorex araneus f Zari Moravsky kras

m-samec, f-samice
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Tabulka 6: Prehled odchycenych drobnych savctl podle druhu, pohlavi, lokality a doby odchytu v roce

2015
Druh M F Celkem | PoodFi Moi:;a;/Ssky Cerven  ZA&Fi Rijen Listopad
Mysice temnopasa | 5 5 10 10 0 1 0 0 9
Mysice lesni 5 5 10 5 5 5 4 1 0
Mysice kfovinna 3 7 10 3 7 2 2 6 0
Nornik rudy 5 5 10 1 9 1 3 6 0
Rejsek obecny 5 5 10 4 6 1 1 5 3
Celkem 23 27 50 23 27 10 10 18 12

M-samec, F-samice

Tabulka 7: Prehled odchycenych drobnych savctl podle druhu, pohlavi, lokality a doby odchytu v roce

2016
Moravsky 3 Srpen/
Druh M F Celkem | PoodFi kras Kvéten Cerven  Zafi Rijen
Mysice temnopéasa 6 4 10 10 0 0 9 0 1
Mysice lesni 3 7 10 2 8 1 2 6 1
Mysice kfovinna 5 5 10 5 5 0 5 1 4
Mysice malooka 2 0 2 2 0 0 2 0 0
Nornik rudy 5 5 10 2 8 3 3 3 1
Hrabos polni 3 0 3 3 0 0 0 0 3
Rejsek obecny 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: Prehled celkového poctu odchycenych drobnych savcd podle druhu, pohlavi, lokality a
doby odchytu v letech 2015 a 2016

Moravsky | Kvéten/  Srpen/ Rijen/
Druh M F Celkem | PoodFi kras Cerven zari listopad
Mysice temnopasa | 11 9 20 20 0 10 0 10
Mysice lesni 8 12 20 7 13 8 10 2
Mysice kfovinna 8 12 20 7 13 7 3 10
Mysice malooka 2 0 2 2 0 2 0 0
Nornik rudy 10 10 20 3 17 7 6 7
Hrabos polni 3 0 3 3 0 0 0 3
Rejsek obecny 8 7 15 5 10 3 4 8
Celkem 50 50 100 47 53 37 23 40

M-samec, F-samice
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V Poodfi byly pasti kladeny v blizkosti rybnik(: Stfedni rybnik, GrinsQv rybnik a Maly
a Velky roh (Obr. 3; GPS souradnice 49°44'13"N 18°06'50"E). V okoli rybnik{ jsou zejména
pole a mensi lesni plochy. Rybniky slouzi jako chovné a nejsou urCeny Kk rekreaci,
v odchytové lokalité se tak vyskytuje minimum lidi. Pasti byly kladeny okolo GrinSova rybni-
ku a v husté prorostlém lese. Po obvodu GrinSova rybniku vede lesni péSina obklopena stro-
my a kefi, pasti byly nastraZzeny po obou stranach cesty. Les je obtizné prostupny, kromé hus-
té vegetace se v ném nachazi mnozstvi spadenych a vykotlanych stromd, parezl, a také mo-
krady. Odchytova mista okolo rybniku i v lese byla pomérné vlhka, zejména v oblasti mo-
krad. Nékolik pasti bylo umisténo také k malé vodni ploSe a ke kraji pole pobliz vesnice Al-
brechtiCky (GPS soufadnice 49°42'24"N 18°05'50.0"E). Vodni plocha je obklopena zalesné-
nym svahem, pFistup je mozny jen po lesni cesté, v pFipadé pole byly pasti umistény na jeho
okraj v blizkosti lesu. Obé lokality jsou pomérné suché (Brlicova, 2017).

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

V Moravském krasu probihaly odchyty v oblasti Josefovského Gdoli v blizkosti Jose-
fovského potoka (Obr. 4; GPS soufadnice 49°18'60"N 16°41'09"E). Lokalita je zalesnénd
a v blizkosti odchytovych oblasti se nachézi jen nékolik staveni. Pasti byly kladeny do zales-
nénych kopctl z obou stran Josefovského potoka, odchytova mista jsou kromé potoka oddéle-
na také silnici. Na jedné strané potoka je terén pomérné strmy a obtizné dostupny, v lese ne-
vede Zadna cesta. Na druhé strané toku je pristupnost snazsi, kopce jsou méné strmé a les je
fidce zalesnén. V dobé odchytu byla lokalita pomérné sucha (Brlicova, 2017).
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Obr. 4: Odchytova lokalita Moravsky kras - Josefovské udoli (zdroje: google.cz/maps, autorka)

K odchytdim byly pouzity sklapovaci a Zivolovné pasti (Obr. 5). Jako navnada pro skla-
povaci pasti byla pouZita slanina, zatimco v pfipadé Zivolovné pasti se jednalo o smés oleje,
tunaka a starého peciva. Pasti byly pokladany odpoledne a rano nasledujiciho dne byly posbi-
rany. V pripadé vicedenniho odchytu byly pasti rano zkontrolovany a znovu byla nastrazena
¢erstva navnada, pasti byly poloZeny o par metrd dal od plivodniho mista. Poget nastrazenych
pasti se v ramci jednotlivych odchytd lisil. Zivolovnych pasti bylo pokladano okolo 40, skla-
povacich vétSinou v rozmezi 40 - 60, béhem nékterych odchytl vSak bylo poloZeno i 82 a 150
sklapovacich pasti (Brlicovd, 2017).

Obr. 5: Zivolovna past (vlevo) a sklapovaci past (vpravo; zdroj: autorka)
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4.2 Pitva a odbér vzorki

Pitvy byly provadény ve stejny den jako odchyty. Pokud byli odchyceni Zivi jedinci
(chyceni do Zivolovnych pasti), byli uspéni éterem a nasledné usmrceni probihalo metodou
zlomeni vazu a naslednym vykrvenim z arteria carotis. Z odchycenych jedincl byly vy-
pitvany ledviny, jatra a mozek. PFi pitvé byly pouZivany rousky a rukavice (Obr. 6). Vzorky
byly do nasledného zpracovani uchovany v mrazaku pfi teploté -18 °C.

Obrazek 6: Pitva (zdroj: Jitina Markova)

4.3 1zolace DNA

K izolaci DNA z jateni tkané jedinc odchycenych v letech 2015 byl pouZit izolacni kit
UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit (Obr. 7; MO BIO Laboratories, Carlsba, Kali-
fornie, USA). Do zkumavek se sklenénymi kulickami (Dry bead tubes) bylo pfidano 700 ul
roztoku TD1 a 20 mg tk&né. Tkané byly zhomogenizovany v pfistroji MagNA Lyser pfi 3000
otaCek/min (RPM) po dobu 10 min. Do zkumavek bylo nasledné pridano 15 pl proteinazy K a
poté byly zkumavky inkubovany pfi 60 °C po dobu 30 min, nésledovala centrifugace
pfi 10 000 RPM po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté. Vznikly roztok byl prepipetovan
do mikrozkumavky typu Eppendorf se spin kolonkou a nasledné byly vzorky centrifugovany
pfi 10 000 RPM po dobu 30 s. Ze spodni Casti zkumavky byl odstranén roztok, ktey protekl
skrz kolonku béhem centrifugace, bylo pfidano 400 pl roztoku TD2 a byly zkumavky opét
centrifugovany pfi 10 000 RPM po dobu 30 s. Poté byl znovu vylit ze spodni ¢asti zkumavky
prefiltrovany roztok, bylo pfiddno 400 ul roztoku TD2 a zkumavky byly opét centrifugovany
pfi 10 000 otackéach/min po dobu 1 min. Spin kolonka pfemisténa do Cisté 2ml zkumavky. Do
stfedu kolonky bylo pfidano 50 pl roztoku TD3, zkumavka byla opét centrifugovana pfi
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10 000 otackach/min po dobu 30 s. Po tomto kroku jiz ve spodni ¢asti zkumavky zlstala izo-
lovana DNA, kterd byla uchovéna pfi teploté -20 °C (zdroj: detailni protokol pfilozeny
k izolacnimu kitu UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit, mobio.com).

Obr. 7: Priprava izola¢ni smési (vlevo) a vkladani vzorki do centrifugy (vpravo; zdroj: Jifina

Markova)

K izolaci DNA ze vzorkd ziskanych v roce 2016 byl pouzit DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN Inc., Germantown, Maryland, USA). Do mikrocentrifugaCnich zkumavek byly
pridany suché kulicky (SiLibeads), 180 pl pufru ATL a 20 mg tkané. Zkumavky byly umisté-
ny do homogeniza¢niho pfistroje MagNA Lyser, homogenizacni proces probihal v péti cyk-
lech po 99 s pfi 7000 RPM. Poté bylo pfidano 20 ul proteinazy K. Zkumavky byly zvortexo-
vany a nésledné inkubovany pri teploté 56 °C po dobu 2 hodin. Po inkubaci byly zkumavky
opét zvortexovany a bylo pridano 200 ul pufru AL. Po dalSim zvortexovani bylo pfidano jesté
200 pl 100% ethanolu a nasledné byly zkumavky opét zvortexovany. Poté byly 2 ml obsahu
zkumavek prepipetovany do zkumavek se spin kolonkou (DNeasy mini spin column). Poté
probéhla centrifugace pfi 8000 RPM po dobu 1 minuty. Kolonka byla umisténa do nové zku-
mavky a bylo pfidano 500 pl pufru AW1. Nésledovala centrifugace pfi 8000 RPM po dobu
jedné minuty. Kolonky byly opét pfemistény do nové zkumavky a bylo pridano 500 ul pufru
AW?2, zkumavky poté byly zcentrifugovany pfi 14000 RPM po dobu 3 minut. Kolonky byly
znovu umistény do nové zkumavky a bylo do stfedu kolonky pfidano 50 ul pufru AE. Po
tfech minutach inkubace pfi pokojove teploté byly zkumavky zcentrifugovany pfi 8000 RPM
po dobu 1 minuty. Pro zisk&ni vétsiho mnozstvi DNA bylo jesté jednou pridano 50 pl pufru
AE a zkumavky byly opét umistény do centrifugy pfi 8000 RPM po dobu jedné minuty. lzo-
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laci bylo ziskano celkem 100 pl DNA. Izolovana DNA byla do vySetfeni uchovana pfi teploté
-20 °C (zdroj: detailni protokol pfiloZeny k izolanimu kitu DNeasy Blood & Tissue Kit, gia-

gen.com).

4.4 Single PCR

Vramci mé plvodni prace, byly vzorky vySetreny metodou single PCR, ktera
umoznuje rychlé namnoZeni poZadovaného useku DNA in vitro. Smés pro PCR obsahova-
la: 12,5 pl PPP Master Mixu (Top-Bio s.r. 0., Praha, CR), 1 ul primeru ECUNF (5- ATG
AGA AGT GAT GTG TGT GCG -3) a ECUNR (5'- TGC CAT GCA CTC ACA GGC ATC-39 o
koncentraci 10 pmol, 9,5 pul PCR vody a 1 pl izolované DNA.

Samotna reakce probiha v termocykleru. Proces zacina pocCateCni denaturaci pfi 95
°C po dobu 3 min, ktera slouzi k separaci fetézcl DNA. Poté se 35x opakuje nasledujici tep-
lotni cyklus: 95 °C 30 s (dojde k rozruseni vodikovych mistk(i v molekule DNA a tim
k rozvolnéni dvousSroubovice, ze které vznikaji 2 jednovlaknové DNA), 62 °C 30 s (ha speci-
fickd mista DNA nasedaji na principu komplementarity dusikatych bazi primery) a 72 °C po
dobu 90 s (Tag DNA polymeréaza naseda na primery a zaCina pfifazovat volné nukleotidy na
principu komplementarity). Po skonceni vSech cykld nasleduje finalni elongace pfi 72 °C 10
min (Brlicova, 2017)

4.5 Nested PCR

Metoda nested PCR je modifikace PCR, ktera vyuziva dvou specifickych sad primerd.
Smés pro jeden vzorek byla pro obé reakce stejna a obsahovala: 6,75 ul PPP Master Mixu
(Top-Bio s. r. 0.), 1 pl kazdého primeru o koncentraci 10 pmol a 11,25 pl PCR vody. Do prv-
ni reakce byly pouZity primery MSP-1 (5-TGA KGT CCC TGT-3) a MSP-2A (5-TCA
CTC GCC GCT ACT-3"). Samotna PCR reakce probihala za téchto podminek: denaturace pfi
teploté 94 °C po dobu 5 min, poté 40 x (94 °C po dobu 1 min, 55 °C po dobu 30 sa 72 °C po
dobu 1 min) a 72 °C po dobu 7 min.

Vysledky této reakce byly nasledné pouzity jako templatova DNA pro druhou reakci.
Pro druhou reakci byla vyuZita druha sada primerti 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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Druh& PCR reakce probihala za stejnych teplotnich i Casovych podminek jako pocatecni reak-
ce v pristroji termocykler. Produkty druhé reakce byly nandSeny na gel.

4.6 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza slouzi k separaci a analyze molekul nukleovych kyselin, a to
na zékladé schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém poli smérem k anodé diky
fosfatove skupiné zaporné nabité molekuly DNA. Rychlost pohybu je zavisla na velikosti
DNA fragmentu. Cim krat$i useky, tim dal se dostanou, protoZe se v gelu pohybuji rychleji
(cit.vfu.cz).

Byl pouZit 2% agardzovy gel, ktery se smichal z 2 g agar6zy a 80 ml TBE pufru. Jako
vizualizaCni barva bylo pouZito 80 pl barvicky Midori Green. Agar6zovy gel byl jesté pred
zatuhnutim nalit do formy, do které byl vloZen hieben pro vytvoreni jamek, do kterych byly
po zatuhnuti gelu nanaSeny vzorky PCR produktl (Obr. 8). Kromé vzork{ byl do gelu nane-
sen i velikostni marker (hmotnostni standart) 100 bp (par( bazi), ktery slouzi k odhadu veli-
kosti fragmentld DNA. Délka fragmentd se u jednotlivych druhl E. cuniculi lii. V pFipadé E.
cuniculi vznika fragment o velikosti 289 bp, u E. intestinalis se jedna o fragment o velikosti
300 bp. Po probéhnuti elektroforézy se provadi vizualizace pod UV svétlem na UV translu-

minatoru (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Francie). Pozitivni vzorky byly néasledné zaslany

na genotypizaci.

Obr. 8: Nanaseni vzorki do gelu a spusténi gelové elektroforézy (zdroj: Jifina Markova)
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4.7 Genotypizace

U vzork(l pozitivnich v nested PCR byla provedena genotypizace (sekvenace). Produkt
druhé PCR reakce byl precistén pomoci izolacniho kitu Gel / PCR DNA Fragments Extracti-
on Kit (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Taiwan). Precistény vzorek o objemu 7,5 pl
byl pfepipetovan do mikrotitracni desticky (kazdy vzorek byl umistén do dvou jamek). Na-
sledné bylo pfidano 2.5 ul primeru MSP-3 do jedné jamky a stejné mnoZzstvi primeru MSP-
4A do druhé jamky se stejnym vzorkem. Vzorky byly odeslany k sekvenavci do firmy Ma-
crogen (Meibergdreef 31, Amsterdam, Nizozemsko). Vysledky genotypizace byly nasledné
porovnany s databdzi BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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5 Vysledky

V ramci této prace bylo vysetieno celkem 100 drobnych savcd, z toho 85 hlodavcl a 15

hmyzozravcl. Parazit E. cuniculi byl pomoci single PCR detekovan u jednoho jedince (Brli-

cova, 2017).

Pomoci nové metody (nested PCR) byl Encephalitozoon spp. detekovan ve tkanich 10
% drobnych savci (Tab. 9). Jednalo se o 8 hlodavci (9,4 %) a 2 hmyzozravce (13,3 %).

Tab. 9: Drobni savci pozitivni na pritomnost parazitli Encephalitozoon spp.

Druh Latinsky nazev Pohlavi Meésic Rok Lokalita
Mysice temnopasa Apodemus agrarius samice Listopad 2015 Poodfti

Rejsek obecny Sorex araneus samec Kvéten 2016 Moravsky kras
Mysice temnopasa Apodemus agrarius samec cerven 2016 Poodri

Mysice temnopasa Apodemus agrarius samice cerven 2016 Poodri

Mysice kfovinna Apodemus sylvaticus samec cerven 2016 Poodri

Mysice temnopasa Apodemus agrarius samice cerven 2016 Poodri

Nornik rudy Clethrionomys glareolus  samice srpen 2016 Moravsky kras
Rejsek obecny Sorex araneus samice zafi 2016 Moravsky kras
Hrabos polni Microtus arvalis samec fijen 2016 Poodri

Nornik rudy Clethrionomys glareolus  samice fijen 2016 Poodri

Nejcastéji se parazit vyskytoval u mysice temnopasé a to u 4 z 20 jedincl (20 %; Tab.

10). Z fadu hlodavci se parazi dale vyskytoval také u 2 nornik(l rudych (10 %), jedné mysice

kfovinné (5 %) a jednoho hrabo$e polniho (33,3 %). Parazit Encephalitozoon spp. nebyl dete-

kovan u mysice lesni a mysice malooké. Rad hmyzoZravcl byl zastoupen pouze jednim dru-

hem, a to rejskem obecnym. U tohoto rodu byl tedy parazit detekovan v jiz zminénych 13,3 %

pripadl. Parazit byl ¢astéji detekovan u samic (12 %) nez u samcl (8 %).
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Tab. 10: Pfehled celkového poctu odchycenych drobnych savcll podle pohlavi, lokality a doby odchytu.

Moravsky | Kvéten/  Srpen/ Rijen/
Druh M F Celkem | Poodri kras Cerven zari listopad
Mysice temnopasa | 11 9 20 20 0 10 0 10
Mysice lesni 8 12 20 7 13 8 10 2
Mysice kfovinna 8 12 20 7 13 7 3 10
Mysice malooka 2 0 2 2 0 2 0 0
Nornik rudy 10 10 20 3 17 7 6 7
Hrabos polni 3 0 3 3 0 0 0 3
Rejsek obecny 8 7 15 5 10 3 4 8
Celkem 50 50 100 47 53 37 23 40

v v

PCR produkty pozitivnich vzorkl byly zaslany na genotypizaci pro blizsi identifikaci.
Podarily se zgenotypizovat (Obr. 9) tfi vzorky, ve vSech pFipadech se jednalo o E. cuniculi.
Jedna se konkrétné o samice rejska obecného odchyceného v zafi roku 2016 v Moravském
krasu a samce hrabo3e polniho a samice nornika rudého odchycenych v fijnu roku 2016
v Poodfi (Tab 9.). U vsech tfi vzork{ byl prokazan detekovan I1. vétve E. cuniculi.

Obr. 9: Pfiklad vysledku genotypizace (zdroj: autorka)
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6 Diskuze

6.1 Parazit Encephalitozoon spp. u volné Zijicich drobnych
savcu

Pomoci nové metody (nested PCR) byl Encephalitozoon spp. detekovan ve tkanich 10
% drobnych savcd, a to u 8 hlodavcl (9,4 %) a 2 hmyzoZzravcl (13,3 %).

Pozitivni jedinci byli odchyceni zejména v odchytové lokalité CHKO Poodfi (14,9 %),
zatimco jedinci odchyceni v CHKO Moravsky kras byli pozitivni jen ve tfech pfipadech
(5,7 %). Na zékladé téchto vysledkl je tedy Encephalitozoon spp. vice rozsireni v CHKO
Poodri. Pro vétsi relevantnost tohoto vysledku by vak bylo nutné zvysit poCet vySetfenych

jedincd.

Parazit rodu Encephalitozoon spp. byl detekovan pouze u jednoho jedince odchyceného
v roce 2015. Tento vysledek nemusi znamenat, Ze se parazit v tomto roce vyskytoval vyrazné
méné neZ v nasledujicim roce. Metodika pro izolaci DNA ze tkéni v letech 2015 a 2016 se
liSila pouze v pouZitém izolacnim Kitu. Je tedy moZzné, Ze béhem homogenizace nebyly vyvi-
nuty takové podminky, které by zplsobily prasknuti obalu spory. Spora je velmi odolna, coz
parazitu umozZziuje prezit nepfiznivé podminky okolniho prostfedi. Pokud ovsem neni spora
béhem homogenizace naru$ena, nemlize se uvolnit DNA parazita, coZ vede k negativnimu
vysledku i pfes to, Ze je parazit ve tkani pfitomen. Odchyty probihaly vzdy béhem ¢tyr mé-
sicii od jara do podzimu, v roce 2015 se jednalo o obdobi od ¢ervna do listopadu, v roce
2016 se pak jednalo o obdobi od kvétna do fijna. V pribéhu cervence ovsem nebyl od-
chyt provadén v Zzddném roce. Na pritomnost paraziti Encephalitozoon spp. byli nejcas-
téji pozitivni jedinci odchyceni v ¢ervnu; jednalo se o 4 jedince z 22 odchycenych jedin-
cl (18,2 %). Dale byli pozitivni dva jedinci odchyceni v fijnu (20 %). Jeden pozitivni je-

dinec byl odchycen v kvétnu (20 %), srpnu (25 %) a zari (11,1 %).

V Ceské republice existuje jedna studie zaméfena na detekci Encephalitozoon spp. u
volng Zijicich hlodavc(, pripadné hmyzozravcl (Sak et al., 2011a). Parazit E. cuniculi byl
pomoci PCR detekovan v 8,7 % vzork(l trusu mysSi domaci, zatimco v pfipadé E. hellem byl
vysledek pozitivni v 8 %. Zvirata Zila v blizkosti lidskych obydli, hlodavci tak mohou byt
zdrojem infekce pro lidi. Na Slovensku byl metodou PCR detekovan E. cuniculi (0,4 %) i E.
intestinalis (0,4 %) ve vzorcich trusu mysi (DaniSova et al., 2015). Ve Svycarsku (Miiller-
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Doblies et al., 2002), byla metodou Western blot vysetfena krevni séra potkan(, ktefi byli
odchyceni ve mésté, zvirata tak mohla pfichdzet do Castého kontaktu s lidmi. Protilatky byly
zjistény u 13 % jedincl. Vétsina zmiflovanych praci byla zaméfena na hlodavce Zijicich
v blizkosti lidskych obydli, oproti tomu ma prace byla zaméfena na zvifata, ktera byla odchy-
cena Vv chranénych krajinych oblastech, a nepfichazela tak do Castého kontaktu

s domestikovanymi zvifaty nebo ¢lovékem.

Dalsi studie zaméfend na volné Zijici drobné savce byla provedena ve Velké Britanii
(Meredith et al., 2015). Sérologickou metodou pfimého aglutinacniho testu (DAT) byly proti-
latky proti E. cuniculi detekovany u nornika rudého (10,7 %), hraboSe mokfadniho (5,8 %) a
mysSice kfovinné (1 %). V Rakousku byl parazit detekovdn metodou PCR v mozkové tkani 6
% hrabosl polnich a 7 % hryzcl vodnich (Fuehrer et al., 2010). V Japonsku byli u hlodavcl a
hmyzoZravcl detekovani vsechny druhy rodu Encephalitozoon spp. parazitujici na savcich
(Tsukada et al., 2013). Paraziti E. cuniculi a E. hellem byli detekovéani u 10,5 % hlodavc,
E. intestinalis u 3,1 % jedinc(. V pripadé hmyzoZzravcd byl parazit E. cuniculi detekovan
u 16,7 % jedincl, zatimco E. intestinalis a E. hellem byli kazdy detekovani u 5,6 % jedinc(.
Vzorky mozkové tkané nebo ledvin byly vySetfeny metodou nested PCR a nasledné byly rov-

néz sekvenovany.

Drobni savci mohou byt potencialnimi pfenaSeCi infekce a predstavovat tak riziko pro
jejich konzumenty, zejména tedy pro masozravce, na které vSak bylo zaméreno jen nékolik
studii. V Ceské republice byl u masozravych savctl detekovéan pouze E. cuniculi, ato u 3,3 %
kun; vzorky mozkové tkané byly vysetfeny metodou PCR (Hirkova a Modry, 2006).
E. cuniculi byl dale detekovan také 49,5 % lisek vySetfenych ve Velké Britanii metodou DAT
(Meredith et al., 2015). Lisky byly vySetfeny také v Irsku a to metodou IFAT, byly detekova-
ny protilatky proti E. cuniculi (0,5 %) a E. intestinalis (0,5 %; Murphy et al., 2007). Dalsi
studie se zaméfila na volné Zijici nosaly v Brazilii (Lallo et al., 2012a). Vzorky moci byly
vySetfeny metodou PCR a mikroskopickym zobrazenim; E. cuniculi byl detekovan v 11,7 %
pripadd, zatimco parazit E. intestinalis a E. hellem byl detekovan u 6,7 % vzorkd.

V soucasné dobé neni zplsob prenosu infekce parazity Encephalitozoon spp. zcela ob-
jasnén. Drobni savci Zijici v odchytovych lokalitach CHKO Morasky kras a CHKO Poodfi
vSak mohou pro masoZravce a pripadné dravce Zijici ve zminénych lokalitadch predstavovat

riziko prenosu infekce.
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6.2 Srovnani metod single a nested PCR

PFi vysetreni vzork( metodou nested PCR bylo pozitivnich 10 % jedincd. Pro reakci
vSak byly pouZzity primery, které umoziuji detekci vice druhli mikrosporidialnich parazitd.
Kromé Encephalitozoon spp. se jednad o parazity Vairimorpha necatrix, V. lymantriae, Ame-
son michaelis a Ichtyosporidium giganteum (Katzwinkel-Wladarsch et al., 1996). V pfipadé
parazitli Encephalitozoon spp. vznika produkt o velikosti pFiblizné 300 bp (Tsukada et al.,
2013). Pro rozeznani jednotlivych druhl rodu Encephalitozoon je vSak nutné provedeni geno-
typizace.

V ramci této prace bylo na genotypizaci zaslano vSech deset pozitivnich vzorkd, Gspés-
né se oviem podafilo sekvenovat pouze tfi vzorky. To oviem neznamend, Ze zbylych 7 jedin-
cli nebylo parazitem infikovano. Proces genotypizace mlze byt nelspésny z mnoha divod.
V tomto pfipadé se zfejmé jednalo o neadekvatni koncentraci templatové DNA. Produkt PCR
reakce je pak pro genotypizaci pfili§ slaby. Do budoucna je tedy nutné upravit objem vzorku
vySetfeného metodou nested PCR tak, aby byl vytezek reakce vétsi.

U vsech tfi genotypizovanych vzorki byl detekovan parazit E. cuniculi, konkrétné jeho
druhd vétev. E. cuniculi se geneticky déli celkem na Ctyfi vétve na zékladé poctu opakovani
genové sekvence 5-GTTT-3' v ITS sekvenci. Prvni vétev je, vzhledem k vyskytu u kralikli a
mysi, nazyvana jako vétev krali¢i; zminéna sekvence se opakuje tfikrat. U druhé vétve, vétve
hlodavc(, se sekvence opakuje dvakrat (Didier et al., 2000). V pripadé tfeti, psi vétve, se sek-
vence opakuje Ctyfikrat, zatimco u Ctvrté lidské vétve pétkrat (Talabani et al., 2010; Nell et
al., 2014). | pres to, Ze jednotlivée kmeny maji své typické hostitele, mohou se vyskytovat také
u dalSich druhd. V rdmci studie zabyvajicimi se pFitomnosti parazitd Encephalitozoon spp. u
hlodavcl a hmyzoZzravcd v Japonsku byly detekovany vétve | a Ill, zatimco 1. vétev nebyla
detekovana u zadného vzorku (Tsukada et al., 2013). Na zakladé vysledk( genotypizace je
v odchytovych lokalitdch pravdépodobné nejvice rozsifeny druhy kmen parazita. K potvrzeni

tohoto tvrzeni by oviem byla nutna genotypizace i dalsich pozitivnich vzorka.

Jednim z cilG, které jsem si pro tuto praci stanovila, bylo porovnani citlivosti metod sin-
gle a nested PCR. V ramci této prace byly vySetfeny stejné vzorky a stejna izolovana DNA,
jako v predeSlé praci, ve které byl pfi vySetfeni metodou PCR parazit E. cuniculi detekovan
pouze u jednoho jedince (1 %). Jednalo se o samce mysSice temnopasé, ktery byl odchycen
v ¢ervnu roku 2016 v CHKO Poodfi (Brlicova, 2017). PFi vySetfeni metodou nested PCR byl
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v pfipadé tohoto vzorku na gelu velmi slaby band (prouzek). Jako pozitivni byly oznaCeny
pouze vzorky, které byly v gelové elektroforéze jasné pozitivni. | presto, Ze pfi teploté - 18 °C
mize byt izolovand DNA skladovéana az dva roky, je mozné, Ze v pripadé tohoto vzorku doslo
k degradaci DNA. Pro srovnani citlivosti obou metod single a nested PCR bylo ale nutné pou-
zit DNA izolovanou v ramci pfedchazejici prace.

Nested PCR je modifikaci metody PCR, ktera je tvofena dvémi na sebe navazujicimi
PCR reakcemi. Nested PCR ma oproti single PCR dvé vyhody. Diky celkové vy$Simu poctu
opakovani cyklu, béhem kterého dochazi k namnoZeni poZzadované PCR sekvence, se zvySuje
vytéZzek produktu reakce. Tim padem mize byt vysledek pozitivni i v pfipadé, Ze byl produkt
v pripadé single PCR pfilis slaby (Therese et al., 2005). Druhy cyklus nested PCR také elimi-
nuje nespecificky produkt, ktery se pfipadné mohl vytvofit béhem prvni reakce PCR (Schmitt
et al., 1994). Nested PCR je tedy oproti single PCR senzitivnéjsi a specifictéjsi.

| pfes to, Ze provedena genotypizace byla UspéSna pouze u tfi z deseti pozitivnich vzor-
ki, je mozné srovnani obou metod. Vechny tfi genotypizované vzorky prokézaly pritomnost
parazita E. cuniculi. Metoda nested PCR je tedy pro vySetfeni tk&ni na pfitomnost parazita
E. cuniculi citlivéjsi.
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7 Zavér

V ramci této prace jsem si stanovila dva cile — vySetfit odchycené drobné savce na pri-
tomnost parazitl Encephalitozoon sp. Metodami nested PCR a genotypizace, a nasledné po-
rovnat citlivost nested PCR s metodou single PCR pouZzitou v dfivéjsi praci (Brlicova, 2017).
Metodou nested PCR jsem vysetfila tkangé 100 drobnych savcd, ktefi byli odchyceni v letech
2015 a 2016 v CHKO Moravsky kras a Poodri. Parazité Encephalitozoon spp. byli detekovani
u 10 % jedincd (n=10). Na zakladé vysledk(l provedené genotypizace se ve tfech pfipadech
jednalo o E. cuniculi. Pro vySetfeni metodou nested PCR byly pouZity stejné vzorky, které
byly vySetieny v ramci mé plvodni prace metodou single PCR, kterou byl parazit E. cuniculi
detekovan pouze u jednoho vzorku (1 %). Metoda nested PCR je tedy oproti single PCR citli-
vejsi. Nested PCR méa ovsem také nevyhody. Vzhledem k pouzitym primerdim je pro presné
ureni druhu parazita rodu Encephalitozoon nutné pozitivni vzorky genotypizovat. Déle je
oproti single PCR tato metoda Casové narocnéjsi, a to z dlivodu dvou na sebe navazujicich
PCR reakci. Nested PCR je oviem vyrazné vice senzitivni. Pro vySetfeni tkani na pfitomnost

parazitli Encephalitozoon spp. je tedy vhodngjsi.
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