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ANOTACE

Mikrosporidie jsou obligátní jednobuněční intracelulární paraziti, jež mají 

unikátní způsob vstupu do hostitelských buněk. První mikrosporidií, která byla 

nalezena u savců, byl Encephalitozoon cuniculi, který má široké hostitelské 

spektrum, infikuje celou řadu hostitelských buněk a je tak nalézán ve většině tkání. 

Pomocí experimentální infekce různých kmenů imunokompetentních a 

imunodeficitních myší byl sledován průběh akutní a chronické infekce způsobené 

různými genotypy mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi s cílem osvětlit vznik 

dosud opomíjené latentní mikrosporidiózy u imunokompetentních hostitelů a její 

rozsah. Dále byla pomocí experimentů s CD4 a CD8 knockout myšmi přezkoumána 

role jednotlivých subpopulací lymfocytů (CD4+ a CD8+) v protektivní imunitě proti 

E. cuniculi a zároveň u nich byla zjištěna účinnost léčby albendazolem. Získaná data 

přispěla k objasnění potenciálního nebezpečí latentních mikrosporidióz vyvolaných 

E. cuniculi, která může představovat riziko pro příjemce orgánů pocházejících od 

infikovaných dárců. 

Nedílnou součástí práce bylo studium transplacentárního přenosu 

mikrosporidií z matky na plod, které přineslo odpovědi na otázku rizik spojených s 

prenatálními infekcemi plodů u chronicky infikovaných matek. 



ANNOTATION

Microsporidia are obligate, unicellular intracellular parasites that have a 

unique way of entering the host cells. Encephalitozoon cuniculi was the first 

microsporidia found in mammals. This parasite has a broad host spectrum, infects a 

variety of host‘s cells and is found in most tissues of an infected individual. The 

course of acute and chronic infections caused by various genotypes of 

Encephalitozoon cuniculi was investigated by using different strains of mice. The 

aim of this study was to clarify the origin and extent of neglected latent 

microsporidiosis in immunocompetent hosts. Furthermore, the role of individual 

lymphocyte subpopulations (CD4+ and CD8+) in protective immunity against 

microsporidia was examined using CD4 and CD8 knockout mice experiments, and 

also the efficacy of treatment with albendazole was studied. The obtained data help 

to elucidate the potential danger of latent microsporidiosis, which may pose a risk to 

recipients of organs from infected donors in human medicine.

A considerable part of this thesis was the study of transplacental transmission 

of microsporidia from mother to a fetus, which answered the question about the risks 

associated with prenatal infections of fetuses in chronically infected mothers.



12

OBSAH

I. ÚVODNÍ LITERÁRNÍ PŘEHLED .............................................................................14

1.1. Úvod .....................................................................................................................14

1.2. Charakteristika mikrosporidií ...............................................................................15

1.2.1. Taxonomie .....................................................................................................15

1.2.2. Morfologie .....................................................................................................16

1.2.3. Životní cyklus ................................................................................................18

1.3. Encephalitozoon cuniculi......................................................................................19

1.3.1. Encephalitozoon cuniculi III .........................................................................21

1.4. Diagnostika mikrosporidií ....................................................................................22

1.4.1. Transmisní elektronová mikroskopie ............................................................22

1.4.2. Barvicí metody ..............................................................................................22

1.4.3. Stanovení antigenu ........................................................................................23

1.4.4. Molekulární metody ......................................................................................24

1.4.5. Stanovení protilátek .......................................................................................25

1.5. Přenos mikrosporidií.............................................................................................25

1.5.1. Transplacentální přenos .................................................................................26

1.6. Mikrosporidiové infekce vs. imunita....................................................................31

1.6.1. Vrozená imunitní odpověď............................................................................32

1.6.1.1. Makrofágy ..............................................................................................32

1.6.1.2. IFN-γ.......................................................................................................33

1.6.2. Adaptivní imunitní odpověď .........................................................................33

1.6.2.1. Buněčná imunita .....................................................................................34

1.6.2.2. Humorální imunita..................................................................................35

1.7. Modelové organizmy pro studium imunitní odpovědi in vivo..............................36

1.7.1. Imunokompetentní myši BALB/c a C57BL/6...............................................37

1.7.2. Myši s defektním genem pro tvorbu CD4+ T lymfocytů ..............................38

1.7.3. Myši s defektním genem pro tvorbu CD8+ T lymfocytů ..............................38

1.7.4. Myši s těžkou kombinovanou imunodeficiencí (SCID) ................................39

II. CÍLE PRÁCE..............................................................................................................40

III. SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ A DISKUZE .....................................................................41

3.1. Průběh infekce způsobené mikrosporidií Encephalitozoon cuniculi genotyp III 

u imunokompetentních BALB/c a imunodeficitních SCID myší................................42



13

3.2. Porovnání parazitární zátěže organizmu použitím metody qRT-PCR .................43

3.3. Průběh infekce způsobené Encephalitozoon cuniculi genotyp II u 

imunokompetentních C57Bl/6 myší a z nich odvozených CD4 a CD8 knockout 

myší..............................................................................................................................44

3.4. Transplacentální přenos ........................................................................................46

IV. ZÁVĚRY ...................................................................................................................48

V. PUBLIKACE, Z NICHŽ VYCHÁZÍ TATO PRÁCE................................................49

5.1. Evidence of transplacental transmission of Encephalitozoon cuniculi genotype 

II in murine model. ......................................................................................................49

5.2. Differences in the intensity of infection caused by Encephalitozoon cuniculi 

genotype II and III - Comparison using quantitative real-time PCR...........................57

5.3. Limited effect of adaptive immune response to control encephalitozoonosis......63

5.4. The course of infection caused by Encephalitozoon cuniculi genotype III in 

immunocompetent and immunodeficient mice. ..........................................................70

5.5. Dodatek: Latent microsporidiosis caused by Encephalitozoon cuniculi in 

immunocompetent hosts: a murine model demonstrating the ineffectiveness of the 

immune system and treatment with albendazole. ........................................................77

VI. CITOVANÁ LITERATURA ....................................................................................85



14

I. ÚVODNÍ LITERÁRNÍ PŘEHLED

1.1. Úvod

Mikrosporidie jsou obligátní vnitrobuněční paraziti schopni infikovat různé 

skupiny živočichů. Jsou charakterizovány vytvářením malých a ve vnějším prostředí 

odolných spor, které obsahují pólovou trubici pomocí níž je infekční sporoplazma 

spory injikována do hostitelské buňky, čímž začíná životní cyklus těchto organizmů

Mikrosporidie to eukaryota mající jádro, dělení chromosomů a vnitřní 

cytoplazmatický membránový systém. Naproti tomu postrádají Golgiho aparát, 

centrioly, peroxizomy a mitochondrie, které jsou nahrazeny organelou 

mitochondriím podobnou, zvanou mitozom (Williams a kol., 2002; Vávra, 2005). 

Nicméně jejich zjevná jednoduchost je pouze sekundární znak odvozený od adaptace 

na vnitrobuněčný parazitizmus. Fylogenetické studie ukázaly, že mikrosporidie se 

vyvinuly z předka, který měl mitochondrie, a jsou blízce příbuzné houbám (James a 

kol., 2006; Liu a kol., 2006; Corradi a Keeling, 2009).

Mikrosporidie byly poprvé popsány zhruba před 150 lety, kdy byl 

identifikován organizmus, Nosema bombycis, který byl zodpovědný za zhoubné 

onemocnění housenek bource morušového (Nägeli, 1857). Novodobé výzkumy 

ukazují, že mikrosporidie jsou všudypřítomné a jsou nalézány v obratlovcích i 

bezobratlých, stejně jako u některých protist (Weiss a Becnell, 2014). První popis 

mikrosporidiové infekce u savců byl v roce 1922 (Wright a Craighead, 1922) u 

laboratorních králíků s encefalitidou. Původce tohoto onemocnění byl studován, 

popsán a následně pojmenován Encephalitozoon cuniculi (Levaditi a kol., 1923). 

Tento název vědci užívali po řadu let. V roce 1964 bylo navrženo, aby se rod 

Encephalitizoon přejmenoval na Nosema, a to kvůli podobnosti s organizmy 

nalezenými v členovcích (Lianson a kol., 1964). Označení Nosema cuniculi se 

udrželo až do roku 1971, kdy Shadduck a Pakes navrhli navrácení k původní 

nomenklatuře (Shadduck a Pakes, 1971). Mikrosporidie rodu Encephalitozoon byly 

nalézány jako patogenní agens u širokého spektra laboratorních, domácích a 

divokých zvířat, avšak první nález této mikrosporidie u člověka byl popsán až v roce 

1959 (Matsubayashi a kol., 1959). V roce 1985 byl popsán případ pacienta s AIDS, 

jež trpěl profůzním průjmem. Původcem těchto potíží byla mikrosporidie rodu 

Enterocytozoon, Enterocytozoon bieneusi (Desportes a kol., 1985). Se šířením viru 

HIV (Human Immunodeficiency Virus) způsobující syndrom získané imunitní 
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nedostatečnosti (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) v devadesátých 

letech minulého století se zvyšoval i počet zaznamenaných mikrosporidiových 

infekcí způsobených jak rodem Encephalitozoon, tak rodem Enterocytozoon. Mnoho 

AIDS pacientů trpělo krom jiného i onemocněním způsobeným těmito 

mikrosporidiemi. Později byly některé druhy mikrosporidií zařazeny mezi oportunní 

patogeny infikující jedince se sníženou funkcí imunitního systému, zejména HIV-

infikované pacienty či pacienty imunosuprimované potransplantační nebo 

protinádorovou terapií (Canning a Hollister, 1992).

1.2. Charakteristika mikrosporidií

1.2.1. Taxonomie

 Když Nägeli popsal mikrosporidii N. bombycis, charakterizoval ji jako 

kvasinkám-podobnou houbu a zařadil ji mezi Schizomycety (Nägeli, 1857). Ovšem 

toto zařazení bylo následujících letech vyvráceno. Roku 1882, Edouard-Gérard 

Balbiani zařadil Nosemu do nově vytvořené skupiny, kterou pojmenoval 

Microsporidia, a začlenil je do skupiny prvoků zvaných Sporozoa (Balbiani, 1882). 

Tato skupina zahrnovala parazity, v jejichž životním cyklu bylo stádium spory; byly 

zde například někteří zástupci třídy Apicomplexa (Alveolata), Haplosporidia 

(Rhizaria) a členové podskupiny známé jako Cnidosporidie, do které právě spadaly 

mikrosporidie (Kudo, 1947). V éře výzkumu morfologie parazitů pomocí 

elektronové mikroskopie bylo odhaleno, že mikroskporidie nemají spoustu znaků, 

které jsou jinak běžné u eukaryotických buněk. Jednalo se o absenci mitochondrií, 

Golgiho aparátu, peroxizomů nebo bičíku a dalších 9+2 mikrotubulárních struktur 

(Vávra a Larsson, 1999). Navíc bylo zjištěno, že ribozomy mikrosporidií sedimentují 

jako prokaryotické 70S, nikoli jako eukaryotické 80S (Curgy a kol., 1980). Jelikož 

absence mitochondrií byla shledána u dalších jiných eukaryot, začalo se uvažovat o 

tom, že mikrosporidie jsou velmi starobylé eukaryotické organizmy, Archezoa 

(Cavalier-Smith, 1983). Tato hypotéza měla základ v tvrzení, že některé linie 

eukaryotických organizmů se při vývoji oddělily ještě před endosymbiózou 

mitochondrií. Do podříše Archezoa byly zařazeny Archamoeby, Metamonády, 

Parabasalia a Mikrosporidie (Cavalier-Smith, 1987). Popsání genu malé a velké 

podjednotky rRNA (SSU a LSU rRNA) u mikrosporidie Variamorpha necatrix 

poskytlo oporu hypotéze, že mikrosporidie jsou starobylé eukaryotické organizmy 

(Vossbrinck a kol., 1987). Analýzy isoleucyl aminoacyl-tRNA syntetázy, 
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elongačního faktoru 1α a elongačního faktoru 2 podporovaly pozici mikrosporidií 

uvnitř eukaryot (Brown a Doolittle, 1995, 1999).

První nový přístup k řazení mikrosporidií ve fylogenetickém stromě přišel 

s re-analýzou meiosy mikrosporidií, kdy se ukázalo, že má více podobných znaků 

s meiózou u hub (Flegel a Pasharawipas, 1995). Molekulárně-fylogenetická data 

poskytly řadu silných důkazů o tom, že mikrosporidie jsou opravdu spíše příbuzné 

s houbami, a to buď jako bazální větev říše Fungi nebo jako sesterská skupina (Weiss 

a kol., 1999; Keeling a kol., 2000; Capella-Gutierrez a kol., 2012). Analýza α-

tubulinu, β-tubulinu, glutamyl-tRNA syntetázy, seryl-tRNA syntetázy, vakuolární 

ATPázy, vazebného proteinu TATA boxu, iniciačního faktoru transkripce IIB, 

podjednotky A vakuolární ATPázy, proteinu vázajícího guanosin trifosfát, genu heat 

shock proteinu (HSP70), největší podjednotky RNA polymerázy II (RPB1) a 

transkripčního faktoru IIB demonstruje, že mikrosporidie nejsou primitivní 

eukaryota, ale jsou příbuzné s houbami (Edlind a kol., 1996; Keeling a Doolittle, 

1996; Hirt a kol., 1997, 1999; Fast a kol., 1999; Keeling a kol., 2000; Arisue a kol., 

2002). Navíc mikrosporidiální geny malé podjednotky rRNA postrádají vazebné 

místo pro paromomycin, což je opět podobnost s houbami (Edlind, 1998). Dále 

mikrosporidiový gen EF-1a má inserci, která se nachází pouze u hub a zvířat, nikoliv 

u prvoků (Edlind, 1998; Weiss a Vossbrinck, 1999; Weiss a kol., 1999). 

V neposlední řadě, chitin obsažený ve stěně spóry a zásoba trehalózy, jako hlavní 

cukerné rezervy, potvrzuje příbuznost s houbami a upevňuje tak pozici mikrosporidií 

(Undeen a Vander Meer, 1999; Weiss a Becnel, 2014). 

Nyní jsou mikrosporidie pevně zakotveny uvnitř nadříše Opisthokonta a 

specificky mezi houby - Fungi (Adl a kol., 2005, 2012). Podle posledních poznatků 

jsou za nejbližší známé příbuzné mikrosporidií pokládáni zástupci oddělení 

Cryptomycota (příkladem je Rozella allomycis parazitující chytridní houbu 

Allomyces arbuscula), a paraziti zelených řas a rozsivek známí jako Aphelidea 

(James a kol., 2006). Obě tyto skupiny spojuje s mikrosporidiemi jeden důležitý znak 

– jsou to vnitrobuněční paraziti a vstupují do buňky hostitele pomocí takzvané 

„injekční trubice“.

1.2.2. Morfologie

Infekčním stádiem mikrosporidií je spora, jejíž velikost se pohybuje od 1 do 

20 μm na délku. Jsou Gram pozitivní a velmi rezistentní vůči podmínkám vnějšího 
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prostředí. Jejich silná buněčná stěna se skládá ze tří vrstev; vnější proteinové vrstvy 

zvané exospora, vnitřní chitinové vrstvy zvané endospora a plazmatické membrány 

uzavírající infekční sporoplazmu a ostatní organely (Canning a kol., 1986). 

Spory mikrosporidií mají strukturu, která je v přírodě zcela unikátní. Je jím 

vystřelovací aparát, pomocí kterého invadují hostitelskou buňku. Tento aparát se 

skládá ze tří částí; polaroplastu, zadní vakuoly a dlouhé vláknité pólové trubice). 

Polaroplast je systém membránových útvarů, jež vytváří lamely, váčky nebo tubuly 

v přední části spory. Zadní vakuola leží na opačné straně než polaroplast a je 

produktem Golgiho váčků. Pólová trubice je dutá a na předním konci spory je 

připevněná zevnitř k endospoře pomocí kotvícího disku v místě jejího ztenčení. 

Odtud poté trubice sestupuje středem spory a stáčí se v závitech v její střední a zadní 

části. Délka pólové trubice se pohybuje v rozmezí od 50–500 µm a její uspořádání a 

počet závitů je druhově specifické (Vávra, 1976). Struktura trubice se skládá 

z několika vrstev, jejichž význam je dosud nejasný.

Infekce začíná klíčením spory, kdy změnou pH, osmotického tlaku nebo 

iontových poměrů dojde k bobtnání polaroplastu a zadní vakuoly a tím k nárůstu 

tlaku uvnitř spory (Vávra, 1963; Keohane a Weiss, 1998). Tomuto kroku ovšem ještě 

předchází dekompartmentace organel, štěpení disacharadidu trehalosy na glukózu 

pomocí enzymu trehaláza, a následné vniknutí vody dovnitř spory přes aquaporiny 

čímž dojde ke zvýšení tlaku uvnitř spory (Undeen a kol., 1987). Někdy zadní 

vakuola slouží jako peroxisom obsahující katalázu a acetyl-CoA oxidázu a oxidací 

mastných kyselin v zadní vakuole se vytvoří potřebná energie pro klíčení (Findley a 

kol., 2005). Pólová trubice vystřelí z přední části spory a přitom se převrací naruby. 

Po rozvinutí v plné délce se začne zvětšovat zadní vakuola, a ta vytlačí vystřelenou 

pólovou trubicí obsah spory ven, potažmo do hostitelské buňky. Materiál 

polaroplastu, který je rovněž vytlačen ze spory, se nejspíše podílí na vytvoření 

plasmatické membrány sporoplasmy. Celý tento proces trvá přibližně pouhé 2 

sekundy. Směr vystřelení je však více méně náhodný a často tak svůj cíl mine. 

Mikrosporidie tak kvalitu přenosu nahrazují kvantitou spor. 

Ačkoli mikrosporidie mají mnoho znaků prokaryot, jejich jádro je typicky 

eukaryotické; je ohraničeno dvojitou membránou s póry. Jadérko je vidět zřídka, 

pouze je-li mikrosporidie ve stádiu tvorby spory (Vávra, 1976). Někdy se jádro 

mikrosporidií vyskytuje jako diplokaryon, tzn., že dvě jádra jsou v těsném kontaktu. 

Obě jádra diplokaryonu jsou strukturně identická a během buněčného cyklu se 
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chovají synchronně. Každé jádro má svou vlastní membránu a v místě styku jsou 

zploštělá a bez pórů (Vávra, 1976). Některé druhy mikrosporidií jsou diplokaryotické 

pouze v určité fázi vývoje (meronti u rodu Enterocytozoon), jiné mají diplokaryon 

v průběhu celého vývojového cyklu (Nosema spp.), jiné zase obsahují pouze 

monokaryont ve všech fázích vývojového cyklu (rod Encephalitozoon) (Canning, 

1988).

Naproti tomu mikrosporidiální ribozomy jsou prokaryotního typu (70S) 

s podjednotkami 50S a 30S. Zároveň postrádají 5.8S rRNA a stejně jako prokaryota 

mají oblast korespondující s částí 5.8S rRNA ve velké podjednotce (Vávra a Lukeš, 

2013). V časných vývojových fázích jsou ribozomy volně roztroušené v cytoplasmě, 

ale s pokračující merogoniální a sporogoniální fází se ribozomy připojují k lamelám 

endoplasmatického retikula. V mladých sporách je již většina ribozomů připojena 

k endoplasmatickému retikulu a tvoří tzv. polyribozomy. 

Chybějící mitochondrie jsou u mikrosporidií nahrazeny mitosomy, což jsou 

vlastně redukované mitochondriální zbytky, jež vypadají jako malé váčky s dvojitou 

membránou tvořící malé shluky o 3 až 6 jednotkách (Williams a kol., 2002). 

Mikrosporidie jsou metabolicky zcela závislé na hostiteli. Mají přibližně 2000 

genů, ale ztratily geny pro syntézu primárních metabolitů a tak většinu ATP čerpají 

z hostitelské buňky. Naproti tomu geny, které vytvářejí transportní proteiny, jsou 

více než nadpočetné. Kompaktnost genomu je dána ztrátou nebo zkrácením genů a 

genových spacerů. Některé mikrosporidie došly v této redukci až tak daleko, že 

jejich genom je považován za minimální eukaryotický genom. Např. 

Encephalitozoon cuniculi má genom o velikosti 2,9 Mbp (Mega base pairs – mega 

párů bazí) v 11 chromosomech (pojmenovány I až XI), což je dokonce menší než 

běžné genomy bakterií (Escherichia coli má 4,6 Mbp; Katinka a kol., 2001).

1.2.3. Životní cyklus

Jakmile se sporoplazma dostane do cytoplazmy hostitelské buňky, započne 

proces proliferace (merogonie) uvnitř parazitoforní vakuoly, jako v případě 

mikrosporidií rodu Encephalitozoon, nebo v přímém kontaktu s cytoplasmou 

hostitelské buňky (například u rodu Enterocytozoon). Uvnitř hostitelské buňky 

sporoplasma prochází rozsáhlým dělením buď merogonií (binární dělení, rod 

Encephalitozoon), nebo schizogonií (mnohonásobný dělení, rod Amblyospora). Jak 

sporoplasma roste, mění se ve stádium zvané meront.
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Merogonií nebo schizogonií vznikají meronty, což jsou kulaté buňky 

obklopené jednoduchou membránou. Obsahují velké jádro, málo vyvinuté 

endoplasmatické retikulum a spoustu ribozomů připojených k vezikulům 

endoplasmatického retikula nebo k jaderné membráně (Canning a kol., 1986). 

Meronty prodělávají opakované dělení, přičemž jaderné dělení se děje bez dělení 

buněčného, z čehož vzniknou mnohojaderné plasmodiální formy buněk a postupně 

tak zaplňují hostitelskou buňku. 

Z merontů se postupně vyvinou sporonty, jež jsou charakterizované elektron-

denzní stěnou na povrchu, zvýšeným množstvím ribozomů a endoplazmatického 

retikula a jejich reorganizací; endoplasmatické retikulum je více uspořádané a četné 

ribozomy připojené na endoplasmatické retikulum vytváří útvary zvané 

polyribozomy (Vávra a Larsson, 1999). Tyto organely rovněž projdou binárním nebo 

mnohonásobným dělením a rozdělí se do sporoblastů, ze kterých se v konečné fázi 

vyvinou jednotlivé zralé spory. 

Na konci proliferativní fáze je cytoplazma hostitelské buňky zcela vyplněná 

sporami, které jsou po prasknutí buněčné membrány uvolněny do okolního prostředí 

hostitelské buňky a mohou tak infikovat další buňky a životní cyklus se opakuje.

Takto popsaný životní cyklus se celý odehrává v jednom hostiteli – to se týká 

především savčích mikrosporidií například rodu Encephalitozoon. Některé 

mikrosporidie mají složitější vývojové cykly vyžadující rozdílné hostitele a 

zahrnující více než jednu generaci parazita mající rozdílnou morfologii. Většinou se 

jedná o druhy napadající planktonní korýše (buchanky a perloočky). Experimenty 

bylo zjištěno, že tyto korýše nelze nakazit sporami pro ně specifických mikrosporidií, 

což naznačuje, že zde musí být nějaký další hostitel či mezihostitel, 

nejpravděpodobněji létající hmyz (Vávra, 2005).

1.3. Encephalitozoon cuniculi

 Encephalitozoon cuniculi se typicky vyvíjí uvnitř parazitoforní vakuoly 

vytvořené z endoplazmatického retikula hostitelské buňky (Bohne a kol., 2011). Jak 

parazit roste a dělí se, parazitoforní vakuola postupně zaplní většinu prostoru 

v buňce. Všechna vývojová stádia mají během celého vývojového cyklu jednoduché 

jádro. Meronti jsou obvykle adherováni k membráně vakuoly a dělí se opakovaným 

binárním dělením. Vzhledem k tomu, že cytokineze nenastává okamžitě po každém 

dělení cytoplazmy merontu, vznikají malé řetízky merontů (Weidner, 1976). 
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Sporonti se nacházejí v centru vakuoly a mají vyvinutou silnou povrchovou vrstvu 

zvanou plasmalema, z níž se poté vytvoří exospora spor. Dělením sporontů vznikají 

sporoblasty, které se poté vyvinou ve spory. Zralé spory obsahují jedno jádro a jejich 

velikost se pohybuje od 2,0 do 2,5 µm na délku a 1,0 až 1,5 µm na šířku. Pólová 

trubice uvnitř spory má pět až sedm otáček v jedné řadě (počet otáček 

pravděpodobně koresponduje s vyzrálostí spory), a obsahují jedno jádro (Sprague a 

Vernick, 1971; Canning, 1993). Některé spory při uvolňování z parazitoforní 

vakuoly ihned vystřelí pólovou trubici, takže dochází k efektivnímu přenosu parazita 

uvnitř tkáně (Wittner a Weiss, 1999).

Před zjištěním, že mikrosporidie jsou původci oportunních infekcí během 

prvních let pandemie AIDS v 80. letech, byly infekce způsobené E. cuniculi nalézány 

především u zvířat (Snowden a kol., 1998; Didier a kol., 2000). Jak již bylo řečeno 

výše, E. cuniculi byl prvně identifikovaná v mozku, míše a ledvinách králíka 

s motorickou paralýzou (Wright a Craighead, 1922). Poté byl E. cuniculi nalézán 

u širokého spektra savců včetně člověka (Canning a kol., 1986; Canning a Hollister, 

1992). Encephalitozoon cuniculi je také první mikrosporidií úspěšně převedenou ze 

savce do buněčné kultury (Shadduck, 1969), což umožnilo další výzkum tohoto 

parazita jak in vitro, tak in vivo. Dalšími izoláty E. cuniculi, které byly úspěšně 

převedeny do buněčné kultury, byly ze psa (Shadduck a kol.,1978; Botha a kol., 

1979), laboratorní myši (Vávra a kol., 1972) a králíka (Cox a Pye, 1975). Na základě 

ultrastrukturálních a barvicích metod se předpokládalo, že různé izoláty E. cuniculi 

jsou identické (Montrey a kol., 1973; Pakes a kol., 1975; Shadduck a kol., 1979). 

Nicméně Weiser se domníval, že musí existovat několik genotypů E. cuniculi. 

Základem této domněnky byly rozdílné léze a distribuce parazita v těle hostitele u 

přirozených infekcí psů, králíků a myší (Weiser, 1964, 1965).

Teprve na základě molekulárních rozdílů založených na počtu opakování 5‘-

GTTT-3‘ sekvence ve vnitřním přepisovatelném mezerníku (Internal Transcribed 

Spacer, ITS) rRNA byly popsány čtyři genotypy E. cuniculi (Didier a kol., 1995b). 

Genotyp izolovaný z králíka byl označen I a má 3 opakování dané sekvence. 

Genotyp II mající dvě opakování pochází z myší a později byl nalezen v norských 

polárních liškách (Alopes lagopus) (Mathis a kol., 1996; Akerstedt a kol., 2002). 

Genotyp III obsahuje čtyři opakování, byl původně popsán u domácích psů 

(Shadduck a kol., 1978) a brzy poté u lidí a u primátů (Didier a kol., 1995b; Juan-

Salles a kol., 2006). A genotyp IV, který byl detekován u pacienta po transplantaci 
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ledviny má pět opakování GTTT sekvecne v ITS regionu (Talabani a kol., 2010). 

Tyto genotypy nejsou přísně hostitelsky specifické. První tři uvedené genotypy E. 

cuniculi byly nalezeny jak u zvířat, tak i u lidí, což ukazuje na potenciální zoonotický 

a antroponotický přenos těchto mikrosporidií (Didier a kol., 2000). 

Většina z toho, co je známo o biologii savčí mikrosporidiózy je primárně 

založeno nastudiu mikrosporidie E. cuniculi genotyp II, která je hojně využívána pro 

experimentální infekce, a výše uvedené charakteristiky vyplývají především ze studia 

tohoto genotypu. Encephalitozoon cuniculi genotype III je relativně nedávno 

“objevený” genotyp této mikrosporidie a od E. cuniculi II se liší především 

hostitelskou specifitou, parazitární distribucí a zátěží, a průběhem infekce. 

Následující kapitola je věnována výčtu a krátkému popisu infekcí způsobených E. 

cuniculi III

1.3.1. Encephalitozoon cuniculi III

 Jak již bylo řečeno výše, Encephalitozoon cuniculi genotyp III, označovaný 

též jako „psí“ genotyp, byl původně izolován z domácích psů (Shadduck a kol., 

1978). Typické pro něho jsou 4 opakování sekvence 5’-GTTT-3’ v oblasti ITS rRNA 

(Didier a kol., 1995b; Xiao a kol., 2001).

Na rozdíl od E. cuniculi genotyp II, který byl diagnostikován u mnoha druhů 

hostitelů, E. cuniculi genotyp III byl identifikován pouze u pestrušky písečné, 

králíků, ptáků, prasat, psů, polárních lišek, sněžného leoparda, tamarinů a kotulů, a 

v neposlední řadě také u člověka (Cutlip a Beall, 1989; Reetz a kol., 2004, 2009; 

Asakura a kol., 2006; Juan-Sallés a kol., 2006; Kašičková a kol., 2009; Snowden a 

kol., 2009; Valenčáková a kol., 2011; Hocevar a kol., 2014; Hofmannová a kol., 

2014; Meng a kol., 2014; Scurrell a kol., 2015). Zatímco prasata a ptáci nevykazovali 

klinické příznaky infekce, u psů bylo popsáno množství klinických symptomů včetně 

slepoty, nefritidy a neurologických poruch (Botha a kol., 1986; Snowden a kol., 

2009). Také v koloniích tamarinů z evropských Zoo byly hlášeny vysoké četnosti 

úmrtí mláďat způsobené infekcí E. cuniculi genotypu III (Guscetti a kol., 2003; 

Reetz a kol., 2004). Stejně tak byla popsána letální encephalitozoonóza u skupiny 

hlodavců, pestrušky písečné (Lagurus lagurus). V tomto případě však byly postiženi 

dospělci stejně tak jako juvenilní jedinci (Hofmannová a kol., 2014). Naproti tomu, 

experimentální infekce opic isolátem E. cuniculi genotyp III, jež byl získán ze psů 

nebo králíků, nevyvolala akutní infekci, nýbrž chronickou asymptomatickou infekci 
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(van Dellen a kol., 1989; Didier a kol., 1994). Tento fakt ukazuje na to, že rozdíly 

v průběhu infekce způsobené genotypem III nezáleží pouze na imunologickém stavu 

hostitele, jak bylo také úspěšně dokázáno na myším modelu (Kotková a kol., 2013, 

2017). Mnoho dalších faktorů jako je genotyp mikrosporidie, věk hostitele nebo 

způsob infekce může ovlivnit průběh a dopad infekce na hostitelský organizmus.

1.4. Diagnostika mikrosporidií

Diagnostika mikrosporidií je buď přímá, založená na demonstraci 

mikrosporidiálních spor nebo mikrosporidiální DNA v biologických vzorcích 

(stolice, moč, histologické preparáty, apod.), nebo nepřímá, založená na stanovení 

specifických protilátek v krvi.

1.4.1. Transmisní elektronová mikroskopie

Jak známo, všechny mikrosporidie vytvářejí spory odolné vnějšímu prostředí. 

Zlatým standardem pro diagnózu mikrosporidiózy, respektive mikrosporidiálních 

spor, zůstává transmisní elektronová mikroskopie (TEM), pomocí které můžeme 

vizualizovat pólovou trubici a další kmenově nebo druhově specifické 

ultrastrukturální charakteristiky (Orenstein a kol., 1992). Avšak z důvodu časové 

náročnosti a nutnosti drahého vybavení a kvalifikace pracovníků laboratoře pro 

zpracování vyšetřovaného materiálu nebývá TEM první volbou při vyšetřování příčin 

onemocnění (Franzen a Müller, 1999; Weber a kol., 2000).

1.4.2. Barvicí metody

Nejvíce rozšířenou a nejlépe použitelnou metodou pro stanovení spor 

mikrosporidií je použití světelného mikroskopu. Ovšem spory měří od 1 do 20 μm a 

nejsou dostatečně barveny běžnými barvicími technikami (Giemsa, Gramovo barvení 

nebo hematoxylin-eosin) používanými v parazitologických a patologických 

laboratořích. Při nízkém počtu parazitů ve vzorku nemusí vůbec dojít k jejich 

zachycení. Proto mikroskopická vizualizace tohoto parazita vyžaduje speciální 

barvící metody a adekvátní mikroskopickou techniku (především fluorescenční 

mikroskop). Tyto metody zahrnují barvení histologických preparátů, vzorků stolice, 

moči či jiných tělních tekutin.
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Modifikované metody barvení trichromem (Weber-Green nebo Ryan-Blue) 

jsou založeny na skutečnosti, že barva prochází do spory velmi obtížně. Proto se 

používá větší koncentrace chromotropu 2R a doba barvení je mnohem delší než u 

běžných barvících metod (Garcia, 2002). Stěna spor získá barvu od růžové po 

fialovou, ale vnitřek spory zůstává neobarvený, případně se může objevit 

horizontální nebo diagonální pruh, který představuje pólovou trubici (Garcia, 2002). 

Chemofluorescentní barviva Calcofluoru White M2R, Uvitex 2B nebo 

Fungifluour (Franzen a Müller, 1999, 2001), se váží na chitin, jež je součástí stěny 

spory, a spory se poté ve fluorescenčním mikroskopu jeví jako bílé nebo tyrkysové 

při použití excitačního filtru 350–440 nm. Ovšem kvasinky také obsahují chitin a 

barvení s chemofluorescentními barvičkami může vést k falešně pozitivním 

výsledkům, především ve vzorcích trusu a stolice. Proto se doporučuje používat 

chemofluorescentní barvení spolu s tradičními histologickými barveními (barvení 

modifikovaným trichromem) pro získání lepší senzitivity a specificity vyšetření 

(Weber a kol., 1992). Spory mikrosporidií se tak barví růžově proti modrému nebo 

zelenému pozadí a lze v nich pozorovat zadní vakuolu, jež se barví světlejším 

odstínem růžové a centrální část odpovídající pólové trubici je naopak tmavší, což je 

jasný ukazatel pro odlišení mikrosporidií od kvasinek.

Ačkoli jsou tyto metody mnohem vhodnější pro detekci mikrosporidií ze 

vzorků tělních tekutin a tkání než TEM, rozlišení rodu nebo druhu není tímto 

vyšetřením možné.

1.4.3. Stanovení antigenu

Dalším způsobem diagnostiky spor a zároveň druhové určení mikrosporidií 

může být rovněž provedeno pomocí nepřímé imunofluorescence (Accoceberry a kol., 

1999; Sheoran a kol., 2005). Principem metody je navázání monoklonálních nebo 

polyklonálních protilátek na antigen (povrchové struktury mikrosporidií). Jejich 

vizualizace je provedena další inkubací se sekundárními protilátkami značenými 

fluorochromy. Monoklonální protilátky (protilátky získané z buněčné kultury) jsou 

druhově specifické proti proteinům ve stěně spor a proteinům pólová trubice parazita 

(Beckers a kol., 1996), a v současné době jsou dodávané ve formě laboratorních kitů. 

Naproti tomu polyklonální protilátky (protilátky izolované ze séra imunizovaného 

zvířete, jsou zacílené proti různým epitopům, a pravděpodobně obsahují další, 

nespecifické protilátky, a proti E. hellem, E. cuniculi a E. intestinalis vykazují 
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imunologicky zkříženou reaktivitu (Aldras a kol., 1994; Ombrouck a kol., 1995). 

Navíc, tato technika zobrazování spor v biologickém materiálu je ze všech nejméně 

citlivá. Didierová a kol. (1995a) srovnávala chromotropní barvení, barvení pomocí 

Calcofluoru a detekci polyklonálními protilátkami. Metoda stanovení 

mikrosporidiálních spor ve vzorcích stolice, moči a duodenální tekutiny pomocí 

nepřímé imunofluorescence byla nejméně senzitivní. 

1.4.4. Molekulární metody

Molekulární diagnostika je stále více využívána, protože dovoluje detekci 

velmi malého množství spor (prahová hodnota je 102 spor/g fekálního materiálu) 

nebo jiného stádia parazita, které by nebylo možné stanovit pomocí mikroskopu (cut 

off pro mikroskopii je 104 až 106 spor na gram vzorku). 

V PCR se cílová DNA patogena váže speciálně navrženým setem primerů a 

opakovaně se kopíruje v přítomnosti nukleotidů a termostabilního polymerázového 

enzymu. Výsledkem je obrovské množství kopií původní sekvence DNA 

(amplikony). Těchto amplikonů se dále využívá pro stanovení pořadí nukleotidů v 

konkrétním úseku DNA, vytváření fylogenetických stromů nebo k analýze 

jednotlivých genů.

Pro detekci a druhové určení mikrosporidií se nejčastěji používají 

fylogeneticky konzervované primery amplifikujících malou podjednotku rRNA, 

velkou podjednotku rRNA a ITS region. Tyto lokusy představují nejčastěji 

používaný cíl PCR, poněvadž na rozdílech v jejich sekvenci je založeno rozlišení 

jednotlivých genotypů v rámci rodu Encephalitozoon (Weiss a Vossbrinck, 1999). 

Některé publikace popisují detekci mikrosporidií pomocí real-time PCR (RT-PCR) 

(Wolk a kol., 2002; Menotti a kol., 2003a,b; Verweij a kol., 2007). RT-PCR detekuje 

zvyšování počtu amplikonů v reálném čase buď pomocí interakce s fluorescentní 

barvičkou nebo fluorescenčně značenou próbou. RT-PCR je jednokorová analýza, 

jež nevyžaduje další postamplifikační procesy, což snižuje riziko kontaminace, které 

je mnohem vyšší u nested PCR (Monis a Giglio, 2006).
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1.4.5. Stanovení protilátek

Serologické testy jako jsou ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), 

Western Blot nebo IFA (indirect immunofluorescence assay) umožňují detekovat 

cirkulující protilátky v těle hostitele a patří mezi tzv. testy nepřímé (nestanovuje se 

patogen jako takový, ale imunitní odpověď hostitelského organizmu). V současné 

době se tato metoda nedoporučuje používat pro diagnostiku mikrosporidiových 

infekcí z důvodu variabilní exprese protilátek u imunokompetentních jedinců, 

neschopnosti rozlišit mezi akutní (IgM protilátky) a prodělanou infekcí (IgG 

protilátky) (Bergquist a kol., 1984), vysoké prevalence anti-mikrosporidiálních 

protilátek ve zjevně zdravé, imunokompetentní populaci (van Gool a kol., 1997; Sak 

a kol., 2010), a kvůli zkřížené reaktivitě protilátek mezi různými druhy mikrosporidií 

(Aldras a kol., 1994; Didier a kol., 1995a). Nicméně, tyto serologické analýzy mohou 

být užitečné pro diagnózu subklinických infekcí potenciálních dárců orgánů nebo 

pacientů, kteří mohou být vystaveni riziku reaktivace infekce po imunosupresi. Tato 

metoda také není vhodná pro vyšetřování imunodeficitních jedinců, protože mají 

sníženou nebo nespecifickou protilátkovou odpověď (Weber a kol., 2000; Garcia, 

2002). 

1.5. Přenos mikrosporidií 

Mikrosporidie mají celosvětové rozšíření a mohou být nalezeny u téměř 

každého živočišného druhu. Z celkového počtu přes 1300 druhů mikrosporidií 

klasifikovaných v kmenu Microsporidia, jsou mikrosporidie nejčastěji popisovány 

jako původci onemocnění u hmyzu, ptáků a ryb. U 17 druhů je známo, že způsobují 

infekce člověka (Franzen a Müller, 2001; Didier, 2005; Fayer a Santin-Duran, 2014). 

Dřívější znalosti o lidské mikrosporidióze a její epidemiologii byly omezené 

z důvodu obtížné identifikace malých spor světelnou mikroskopií. První lidské 

infekce začaly být popisovány jako sporadické reporty ve dvacátých letech 

dvacátého minulého století. Pravděpodobně úplně prvním zaznamenaným případem 

lidské mikrosporidiové infece bylo nález agens označeného jako Encephalitozoon 

chagasi u novorozeněte (Torres, 1927). Většina autorů jako první případ lidské 

mikrosporidiózy citují případ chlapce, který trpěl křečemi a byl u něj diagnostikován 

Encephalitozoon sp. (Matsubayashi a kol., 1959). Sporadické případy výskytu 

lidských mikrosporidióz byly detekovány až do vypuknutí pandemie AIDS. Zájem o 
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mikrosporidie vzrostl, když byl v enterocytech AIDS pacienta nalezen do té doby 

nepopsaný Enterocytozoon bieneusi (Desportes a kol., 1985) a v kosterním svalstvu 

dalšího pacienta s AIDS byl nalezen neznámý druh mikrosporidie (Ledford a kol., 

1985). Studium těchto a jim podobných případů pomohlo získat informace o 

epidemiologii mikrosporidií, což se dále odráželo v léčebných postupech a politice 

veřejného zdraví. 

Většina mikrosporidiových infekcí je důsledkem fekálně-orálního přenosu 

spor, většinou způsobený pozřením kontaminovaného jídla nebo vody od 

infikovaných zvířat nebo lidí (Didier a Weiss, 2011). Lidské patogenní mikrosporidie 

jako E. bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi, E. hellem a Vittaforma corneae byly 

detekovány v odpadních vodách, zavlažovací i pitné vodě (Dowd a kol., 1998; 

Thurston-Enriquez a kol., 2002; Coupe a kol., 2006). Relativně málo studií bylo 

provedeno na přítomnost mikrosporidií v jídle (Calvo a kol., 2004; Jedrzejewski a 

kol., 2007; Kváč a kol., 2016; Sak a kol., 2019). Byl popsán jeden případ propuknutí 

mikrosporidiózy způsobené E. bieneusi spojené s kontaminovaným jídlem 

servírovaným na konferenci (Decraene a kol., 2012). Nedávné studie také poskytly 

důkazy o přítomnosti spor mikrosporidií E. cuniculi v čerstvém kravském mléce 

(Kváč a kol., 2016) a ve vepřovém mase (Sak a kol., 2019), a zároveň tyto studie 

upozorňují na neúčinnost pasterizace mléka, respektive fermentace uzenin podle 

tradičních postupů.

 Přenos mikrosporidií může být uskutečněn také přímým kontaktem přes 

poraněnou kůži, okem, inhalací spor, sexuálním přenosem nebo transplantací orgánu 

od infikovaného dárce (Bryan a Schwartz, 1999; Didier a Weiss, 2011; Ditrich a kol., 

2011; Hocevar a kol., 2014). Nezanedbatelná cesta přenosu je vertikální 

(kongenitální, transplacentální) přenos. Tento způsob přenosu mikrosporidií nebyl 

dosud pozorován u člověka, ale byl popsán u primátů a dalších jiných savců.

1.5.1. Transplacentální přenos

Transplacentální přenos mikrosporidie E. cuniculi z matky na potomky byl 

doposud popsán u hlodavců, masožravců (lišky a psi), koní a primátů. Mnoho 

publikací popisující možný přenos parazita přes placentu se opírá o nepřímé důkazy, 

jako je průkaz protilátek u mláďat, nebo bylo využito histologických preparátů 

(Anver a kol., 1972; Owen and Gannon, 1980; van Rensburg a kol., 1991). Podle 

Owena a Gannona (1980) monitorování hladin protilátek u mláďat nepřináší žádný 



27

důkaz o tom, že se jedná o kongenitální přenos. Zvýšené titry protilátek u mláďat 

jsou podle nich spíše důsledkem přenosu protilátek mateřským mlékem.

Mnoho studií při vyšetřování mikrosporidiózy u mláďat také nebere v úvahu 

možnou kontaminaci prostředí a tedy horizontální přenos infekce po narození 

(Perrin, 1943; Innes a kol., 1962). Je známo, že nejčastější cesta přenosu infekce je 

fekálně-orální, tedy infekce sporami, jež nakažený jedinec vylučuje močí nebo 

výkaly. Pouze tři publikace zabývající se transplacentálním přenosem mikrosporidií 

popisují přísně aseptické prostředí a postup získání vyšetřovaných mláďat pomocí 

císařského řezu. Nálezy encephalitozoonózy u těchto gnotobiotických zvířat silně 

podporuje teorii kongenitálního přenosu parazita (Hunt a kol., 1972; Boot a kol., 

1988; Kotková a kol., 2018).

Mnoho dalších publikací popisovalo experimentální nebo přirozený 

transplacentální přenos u širokého spektra savců. V některých případech byly 

popisovány neurologické poruchy u neonatálních mláďat, u jiných naopak nebyly 

pozorovány žádné příznaky, ale histopatologické vyšetření potvrdilo infekci 

způsobenou E. cuniculi. Stručný popis případů u některých skupin vyšších 

obratlovců následuje:

Myši

Vertikální přenos mikrosporidie E. cuniculi u myší není příliš často zkoumán, 

o čemž svědčí i malé množství publikací (Perrin, 1943; Innes a kol., 1962; Wilson, 

1986). Navíc výsledky jednotlivých experimentů se mezi sebou liší v názoru, zda E. 

cuniculi prochází myší placentou či nikoli. Některé z nich vyvrátily tvrzení o 

vertikálním přenosu a přikláněly se k možné infekci z kontaminovaného prostředí 

(Owen a Gannon, 1980; Wilson, 1986), jiné předpokládají, že zvířata mohla být 

nakažena pouze přes placentu (Perrin, 1943; Innes a kol., 1962). 

Králíci

První zprávy o možném vertikálním přenosu mikrosporidií u králíků měly 

protichůdné výsledky. Především Owen a Gannon (1980) tvrdili, že zvýšené titry 

protilátek proti mikrosporidii rodu Encephalitozoon u mláďat králíků jsou způsobené 

přenosem protilátek z matky přes mateřské mléko. Důkazem byl fakt, že protilátky 

z krve mláďat vymizely, jakmile byla odstavena. Cox a kol. (1977) a Hunt a kol. 

(1972) nalezli u mláďat králíků léze na mozku způsobené mikrosporidiovou infekcí, 
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ovšem Owen a Gannon (1980) se domnívají, že jde o infekce z kontaminace 

prostředí. Jiné publikace popisují přenos parazita in utero u králíklů, jež byly získány 

císařským řezem (Innes a kol., 1962; Hunt a kol., 1972; Baneux a Pognan, 2003). 

V případě, že připustíme možný přestup parazita přes placentu, není stále ověřeno, 

jak častý a důležitý je tento způsob přenosu parazita u přirozených infekcí králíků.

Psi

Experimentálně byl prokázán transplacentální přenos mikrosporidie E. cuniculi 

z asymptomatických fen na štěňata, a je celkem možné, že se jedná o běžný způsob 

nákazy štěňat (Plowright, 1952; Stewart a Botha, 1989; McInnes a Stewart, 1991; 

Snowden a kol., 2009). V roce 1952, Plowright popsal syndrom granulomatózní 

encefalitidy a nefritidy u dvou vrhů štěňat, a na základě histopatologického vyšetření 

identifikoval mikrosporidii E. cuniculi (Plowright, 1952; Plowright a Yeoman, 

1952). Ve zprávě z roku 1966 z Jihoafrické republiky Basson a kol. (1966) 

popisovali podobné histopatologické nálezy u jednoho vrhu štěňat, ovšem 

v publikaci použili starší označení pro E. cuniculi, Nosema cuniculi (Basson a kol., 

1966). V roce 1978 byla zdokumentována první spontánní infekce způsobená E. 

cuniculi u štěňat beagla ve Spojených Státech (Shadduck a kol., 1978). Neurologické 

znaky onemocnění zahrnovaly anorexii, třes přecházející v křeče, slabost a bolestivé 

vytí. Následná pitva uhynulých štěňat odhalila encefalitidu a nefritidu. V lézích 

postižených orgánů byly pozorovány protozoální organizmy a v séru infikovaných 

štěňat a jejich rodičů byly pomocí nepřímé imunofluorescence nalezeny protilátky 

proti E. cuniculi. Snowden a kol. (2009) popsal sérii 19 případů mikrosporidiózy u 

štěňat s fatálními důsledky. Tato štěňata trpěla nechutenstvím a měla progresivní 

neurologické příznaky. Histopatologické vyšetření ukázalo mozkové a renální léze. 

Následnou molekulární analýzou byla u 13 z nich potvrzena identita patogenů jako 

Encephalitozoon cuniculi genotyp III.

Polární lišky

U polárních lišek bylo provedeno několik experimentů, při kterých byla zvířata 

orálně nebo intrauterinně infikována mikrosporidií E. cuniculi (Nordstoga a kol., 

1978; Mohn a kol., 1982; Mohn a Nordstoga, 1982; Akerstedt, 2003). U samic se 

zřídka rozvinuly klinické příznaky, přesto u nich infekce zůstala v subklinickém 

stavu, což mohlo být zdrojem infekce, která byla poté transplacentálně přenesena na 
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mláďata i několik let po prvotní infekci (Mohn a kol., 1974; Nordstoga a kol., 1978). 

Zdá se proto, že hlavní cesta infekce mladých zvířat, u kterých byly zaznamenány 

jasné projevy infekce, je přes placentu. Typické pro tyto případy je, že většina nebo 

všechna liščata z vrhu onemocněla a uhynula, přestože matka zůstala 

asymptomatická (Arnesen a Nordstoga, 1977). U přirozených infekcí dochází 

k serokonverzi klinicky nemocných liščat v případě, že žijí dostatečně dlouho, a 

asymptomatická mláďata se mohou (ovšem nemusí) stát seropozitivními (Mohn a 

Nordstoga, 1982).

Domácí kočky

Pouze několik kazuistik dokumentuje mikrosporidiové infekce u domácích 

koček. Van Rensburg a du Plessis (1971) popisovali neurologické onemocnění u tří 

koťat z jednoho vrhu Siamské kočky. Koťata trpěla křečemi a záškuby svalů. 

Histopatologické vyšetření jednoho z nemocných koťat odhalilo především na 

mozku a v ledvinách diseminovanou infekci E. cuniculi (v článku označenou jako 

Nosema cuniculi). Další menší léze byly pozorovány na slezině a v lymfatických 

uzlinách. Tyto nálezy encefalitidy a nefritidy jsou podobné těm, které byly popsány u 

štěňat (Plowright 1952). Relativně nedávná zpráva zase popisovala případ kotěte 

s mozkovou hyperplásií a generalizovanou encephalitozoonózou. Diagnostika byla 

provedena pomocí histopatologie, a následně potvrzena molekulární analýzou. Obě 

metody potvrdily, že E. cuniculi je původce onemocnění (Rebel-Bauder a kol., 

2001). 

Koně a malí přežvýkavci

Doposud byly popsány tři případy potratu a úhynu plodu u koní, jež byly 

připisovány infekci E. cuniculi (van Rensburg a kol., 1991; Patterson-Kane a kol., 

2003; Szeredi a kol., 2007). Ve dvou případech došlo k potratu, jež byl způsoben 

placentitidou. Histologické vyšetření placenty ukázalo rozsáhlý zánět obsahující 

buňky s intracelulárními parazity uvnitř (Patterson-Kane a kol., 2003; Szeredi a kol., 

2007). Ovšem ve tkáni plodu nebyl nalezen žádný důkaz mikrosporidiové infekce 

Naproti tomu v případě z roku 1991 byla placenta histologicky normální, ale plod 

vykazoval lymfoplasmatickou intersticiální nefritidu (van Rensburg a kol., 1991). 

V postižených ledvinách bylo přítomno mnoho organizmů připomínajících E. 

cuniculi. Tyto organizmy se vyskytovaly v oblastech zánětu, v renálních glomerulech 
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a intracelulárních cystách epiteliálních buněk renálního tubulu. Barvily se Gramovo 

barvením a některé ultrastruktury jako polární vakuola a spirálovité pólové vlákno 

bylo mikrskopicky rozlišitelné.

Pouze jediný případ poptratu způsobený mikrosporidií E. cuniculi byl 

zaznamenán u alpaky (Lama pacos). Placentitida, předčasný porod a perinatální 

úmrtí byly důsledkem mikrosporidiózy stejně jako v případě potratů popsaných u 

koní (Webster a kol., 2008). Ovšem mikroskopické vyšetření neodhalilo žádné 

mikroorganizmy v žádném vyšetřovaném vzorku tkáně, kromě placenty. 

Primáti

Velký množství zpráv o nálezu mikrosporidií u mláďat primátů indikuje, že 

mikrosporidiové infekce nejsou u opů vzácností. Například ve Spojených státech 

byla popsaná diseminovaná přirozená infekce, která vyústila ve vysokou morbiditu a 

vážnou encefalitidu u mrtvě narozených mláďat nebo velmi mladých jedinců kotula 

veverovitého (Saimiri sciureus). Tato infekce byla způsobena mikrosporidií rodu 

Encephalitozoon (Brown a kol., 1973; Zeman a Baskin, 1985). Neuropatologické 

symptomy podporovaly domněnku, že jde o infekci E. cuniculi, což bylo potvrzeno 

identifikováním parazita pomocí elektronové mikroskopie. Relativně nedávno byl 

identifikován E. cuniculi genotyp III jako příčina vážné diseminované infekce, která 

vyústila ve smrt mláďat v kolonii tamarinů vousatých (Saguinus imperator), 

tamarinů pinčích (Saguinus oedipus) a lvíčka zlatého (Leontopithecus rosalia 

rosalia) ve dvou evropských Zoo (Guscetti a kol., 2003; Reetz a kol., 2004). Dále 

byla diagnostikována diseminovaná encephalitozoonóza u 2 mladých sourozenců 

tamarínů pinčích (Saguinus oedipus), 3 neonatálních tamarínů vousatých (S. 

imperator) a mláděte kotula veverovitého (Saimiri sciureus), který byl starý necelých 

24 hodin (Anver a kol., 1972; Juan-Sallés a kol., 2006). U tamarínů pinčích a 

mláděte kotula byly nalezeny léze převážně v centrální nervové soustavě. Pomocí 

histologických preparátů, světelné a elektronové mikroskopie byl parazit 

diagnostikován jako mikrosporidie rodu Encephalitozoon U tamarinů byly nálezy 

potvrzeny pomocí PCR a sekvenací dourčeny jako E. cuniculi genotyp III. Navíc, 

matky tamarinů vousatých byla seropozitivní na E. cuniculi.

Van Dellen a kol. (1989) provedli experimentální infekce u kočkodanů 

(Cercopithecus pygerythrus) pomocí mikrosporidie E. cuniculi genotyp III, jež byla 

izolována z ledvin psa s přirozenou fatální infekcí tímto parazitem. Zároveň byl také 
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zkoumán přenos infekce E. cuniculi III z infikovaných mláďat na jejich matky a také 

z matek na potomky přes placentu. Následné pitvy prokázaly infekce u všech 

testovaných opic. Granulomatózní léze různé velikosti byly nalézány v játrech, 

v ledvinách a na mozku, a byly podobné těm, jež byly u psa. Pro potvrzení 

patogenního agens byly experimentálně navozené infekce reizolovány a převedy do 

buněčné kultury, nebo byly v tkáňových preparátech sledovány spory. Obě metody 

byly podpořeny výsledky serologickch vyšetření. 

1.6. Mikrosporidiové infekce vs. imunita

Mikrosporidie patří mezi parazity, u kterých se často setkáváme s rovnováhou 

ve vztahu parazit-hostitel u imunokompetentního hostitele, což vede k tomu, že se 

onemocnění jeví jako bezpříznakové, přestože parazit v těle hostitele perzistuje 

(Didier a kol., 2000; Vávra a Lukeš, 2013). Pokud dojde k posunu rovnováhy 

směrem k imunitní nedostatečnosti nebo naopak k hyperimunitní odpovědi, projeví 

se krom jiného i klinické příznaky onemocnění způsobené mikrosporidiemi, jež 

mohou vést až k smrti hostitele (Franzen a kol., 1995; Franzen, 2008).

Většina faktů, jež je známá o imunitní odpovědi proti mikrosporidióze, byla 

získaná díky experimentům na různých kmenech myší, především na BALB/c, 

C57Bl/6 a kmenech myší od nich odvozených. U imunokompetentních kmenů myší 

se po infekci E. cuniculi vyvine ascites, který posléze vymizí (Canning a kol., 1986), 

ale vytvoří se latentní persistence mikrosporidií v těle hostitele (Kotková a kol., 

2013). U imunodeficitních kmenů myší (SCID a athymické myši) se po 

experimentální infekci vytvoří letální onemocnění, které je obvykle manifestováno 

ascitem s rozsevem spor v těle hostitele (Gannon, 1980b; Schmidt a Shadduck, 1983, 

Kotková a kol., 2103).

Intracelulární parasitizmus mikrosporidií je dán zejména jejich schopností 

uniknout nitrobuněčným mechanizmům zabíjení fagocytujícími buňkami. Pohlcením 

mikrosporidií makrofágy vede k produkci IL-12, který směřuje k diferenciaci 

prekurzorů TH lymfocytů na podtyp TH1, produkující IFN-γ. Tento cytokin aktivuje 

makrofágy a mimojiné v nich indukují enzym iNOS (indukovatelná syntetáza oxidu 

dusnatého). Tento enzym produkuje z argininu vysoce baktericidní oxid dusnatý 

(NO). K aktivaci makrofágů přispívají i protilátky třídy IgG, které jsou pod vlivem 

IFN-γ syntetizovány plasmatickými buňkami. Imunokomplexy obsahující tyto 

protilátky se dobře váží na Fc-receptory makrofágů, a tím je stimulují. V případě, 
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kdy mikrosporidie uniknou z fagolysozomu do cytoplasmy, se uplatňují i cytotoxické 

CD8+ T lymfocyty, které rozeznávají komplexy peptidových fragmentů patogena 

s MHC gp I na povrchu infikované buňky. CD4+ T lymfocyty zase pomáhají 

v aktivaci CD8+ T lymfocytů (Valenčáková a Halanová, 2012).

1.6.1. Vrozená imunitní odpověď

Vrozená imunitní odpověď nastupuje vždy v první linii v boji proti 

patogenům, je nespecifická a často vyvolává zánět. Makrofágy, dendritické buňky, 

složky komplementu a NK buňky jsou indukovány během časné fáze 

mikrosporidiové infekce a pomáhají k přechodu od vrozené k adaptivní imunitní 

odpovědi (Hořejší a Bartůňková, 2005).

1.6.1.1. Makrofágy

Makrofágy jsou součástí časné vrozené imunitní odpovědi. Dokáží rychle 

rozpoznat „vetřelce“ pomocí několika tříd receptorů, včetně PRR (Pattern 

recognition receptor, v překladu receptory rozeznávající molekulové vzory), na jejich 

povrchu. Důsledkem toho dochází k produkci hostitelských obranných mediátorů 

včetně chemokinů, cytokinů, oxidu dusnatého (NO) a NO-syntázy. IFN-γ 

produkovaný aktivovanými T lymfocyty dává makrofágům signál k zabití 

intracelulárních patogenů pomocí oxidačního vzplanutí. Pokud se mikrosporidiím 

podaří vyhnout se všem těmto protektivním mechanizmům, poslouží makrofág jako 

tzv. Trojský kůň a roznese mikrosporidie v těle hostitele (Mathews a kol., 2009).

Ačkoli se mikrosporidie dostávají do hostitelských buněk především 

penetrací buněčné membrány pomocí pólové trubice, fagocytóza je další možností 

vstupu do buňky (Franzen, 2004). Ovšem procesy následující po fagocytóze mohou 

ovlivnit schopnost parazita přežít uvnitř makrofágu. Dřívější studie tvrdily, že 

mikrosporidie jsou schopné inhibovat fúzi fagozomu s lysozomem (Couzinet a kol., 

2000), ale novější studie ukázaly, že spory jsou nalézány ve fagolysozomu u 

profesionálních i neprofesionálních fagocytů (Franzen a kol., 2005). Nicméně po 

dalším zkoumání procesů následujících bezprostředně po fagocytóze se ukázalo, že 

spory, které zůstanou ve fagolysozomu jsou zabity. Pouze ty, které uniknou 

z endozomu do cytoplasmy pomocí pólové trubice jsou schopné přežít a dokončit 

svůj vývojový cyklus uvnitř makrofágu (Franzen a kol., 2005).
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Aby makrofág dokázal účinně ničit intracelulární parazity, je potřeba, aby se 

změnil v aktivovaný makrofág. Pro tuto přeměnu jsou nezbytné cytokiny 

produkované TH1-buňkami (především IFN-γ), a naopak pro vznik a pomnožení 

zralých TH1-buněk je nezbytný styk s infikovanými nebo jinak aktivovanými 

makrofágy (Hořejší a Bartůňková, 2005).

1.6.1.2. IFN-γ

Jak již bylo výše řečeno, IFN-γ je důležitý aktivátor makrofágů a má zásadní 

význam pro přirozenou i získanou imunitu proti intracelulárním patogenům. Jeho 

nedostatečná tvorba vede k celé řadě zánětlivých onemocnění (Schoenborn a Wilson, 

2007). Tento cytokin je produkován především NK buňkami a NKT buňkami, jež 

jsou součástí vrozené imunitní odpovědi, a v pozdější fázi imunitní odpovědi CD4+ a 

cytotoxickými CD8+ T lymfocyty (Salát a kol., 2001). 

Významným důsledkem aktivace makrofágů IFN-γ je produkce oxidu 

dusného (NO), jakožto mikrobicidního prostředku fagocytů. Zároveň však byla 

popsaná IFN-γ zprostředkovaná ochrana před infekcí E. cuniculi nezávislá na 

produkci NO. V rámci tohoto pokusu byly použity myši s defektním genem pro NO 

syntetázu, které přežívaly infekci E. cuniculi stejně jako myši s funkčním genem. 

Pokud však byla imunokompetentním myším aplikována protilátka k neutralizaci 

IFN-γ, myši infekci podlehly (Khan a Moretto, 1999).

Sérií experimentů byl dále prokázán protektivní účinek IFN-γ. Jestliže SCID 

myším, jež byly per orálně infikovány sporami E. cuniculi, byl podán IFN-γ nebo 

CD4+ T lymfocyty z imunokompetentních myší, jejich doba přežití se prodloužila. 

Pokud ovšem tyto myši dostaly CD4+ T lymfocyty z IFN-γ-deficitních myší, nemělo 

to žádný efekt (Salát a kol., 2008). 

1.6.2. Adaptivní imunitní odpověď

Adaptivní imunita vstupuje do hry v pozdější fázi mikrosporidiové infekce, 

kdy přítomnost molekul z patogenních mikroorganizmů aktivuje přes specifické 

antigenní imunoreceptory příslušné klony T a B lymfocytů. Jedná se buď o nativní 

soubor molekul patogena pro B lymfocyty, nebo krátký naštěpený antigenní materiál 

prezentovaný pro T lymfocyty pomocí MHC komplexu na antigen prezentujících 

buňkách. Po této aktivaci lymfocytů dochází k jejich klonální expanzi. T 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Patogen
https://cs.wikipedia.org/wiki/B-lymfocyt
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hlavn%C3%AD_histokompatibiln%C3%AD_komplex
https://cs.wikipedia.org/wiki/T-lymfocyt
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lymfocyty představují v rámci adaptivní imunity složku buněčné imunity, zatímco B 

lymfocyty produkující protilátky jsou účinné nástroje humorální imunity 

(Sompayrac, 2015).

1.6.2.1. Buněčná imunita

Buněčná imunita představuje důležitou roli v boji proti letální 

encephalitozoonóze. Tato odpověď je aktivovaná TH lymfocyty nesoucími receptor 

CD4+ (charakteristické zejména produkcí řady cytokinů regulujících jiné buňky) a 

TC lymfocyty s receptorem CD8+ (zvané též CTL; charakteristické hlavně 

schopností cytotoxicky zabíjet jiné buňky). Bylo pozorováno, že adoptivní přenos T 

lymfocytů ze splenocytů imunokompetentních myší ochránilo athymické BALB/c 

(nu/nu) myši nebo SCID myši infikované mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon 

před smrtí (Schmidt a Shadduck 1984; Heřmánek a kol., 1993). 

Ochrannou funkci proti mikrosporidiovým infekcím u myší mají především 

CD8+ T lymfocyty, CD4+ hrajou v protektivní imunitě mnohem menší roli (Moretto 

a kol., 2000; Salát a kol., 2002; Ghosh a Weiss, 2012). To bylo potvrzeno 

experimenty na laboratorních myších, kdy u imunitně suprimovaných zvířat (na 

genetickém základu – SCID myši, nebo farmakologicky) se vyvinula fatální 

diseminovaná infekce (Koudela a kol., 1993; Kotková a kol., 2013). Následnými 

experimenty bylo zjištěno, že SCID myši je možno ochránit před vznikem letální 

infekce adoptivním přenosem naivních splenocytů obsahujících funkční CD8+ T 

lymfocyty (Braunfuchsová a kol., 2001; Khan a kol., 1999). 

Jak již bylo řečeno, zejména CD8+ T lymfocyty jsou rozhodující při 

protektivní ochraně proti encephalitozoonóze, jak bylo demonstrováno na CD8 

knockout myších, které infekci podlehly (Sak a kol., 2017; Khan a kol., 1999). 

Cytokiny sekretovány tímto subtypem T lymfocytů jsou také součástí obranného 

mechanizmu proti infekci, ovšem mnohem pravděpodobněji je to jejich přímá 

cytotixicita, jež je rozhodující. Důkazem toho byla infekce myší, jež měly deficit 

tvorby perforinu, jehož funkce je v cytolytické aktivitě T lymfocytů. Tyto myši 

mikrosporidiové infekci podlehly (Khan a kol., 1999).

Ve většině případů jsou CD8+ T lymfocyty inicializovány pomocí IL-2, který 

produkují CD4+ T lymfocyty (Smith, 1988). Nicméně, i v nepřítomnosti CD4+ T 

lymfocytů jsou CD8+ T lymfocyty schopny se během infekce aktivovat (Binder a 

https://cs.wikipedia.org/wiki/T-lymfocyt
https://cs.wikipedia.org/wiki/B-lymfocyt
https://cs.wikipedia.org/wiki/B-lymfocyt
https://cs.wikipedia.org/wiki/Protil%C3%A1tky
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Kundig, 1991). V takovém případě přejaly jejich roli γδ T lymfocyty (Moretto a kol., 

2001; Moretto a kol., 2004). 

Jak již bylo řečeno, absence CD4+ T lymfocytů u knockout myší nevede ke 

smrti zvířat infikovaných mikrosporidiemi E. cuniculi. Ovšem je zajímavé, že pokud 

klesne počet CD4+ T lymfocytů u pacienta s HIV pod hranici 100 buněk/mm3 krve, 

propuknou klinické příznaky mikrosporidiózy (Valenčáková a Halanová, 2012). 

Nicméně, experimentální studie provedených na myších ukázaly, že CD4+ T 

lymfocyty nejsou kruciální pro přežití myší infikovaných E. cuniculi (Moretto a kol., 

2001; Salát a kol., 2006).

1.6.2.2. Humorální imunita

Představiteli humorální imunity jsou B lymfocyty a jimi produkované 

protilátky. Protilátky jsou produkty plasmatických buněk, které se diferencují z B 

lymfocytů po setkání s antigenem. Protilátky jsou glykoproteiny zvané 

imunoglobuliny. Mají strukturu molekuly uspořádané do tvaru Y. Rozvětvená část se 

nazývá variabilní a na ni se váže antigen. Variabilní část určuje specifitu protilátky, 

tj. proti jakému antigenu je namířena. Druhá část protilátky se nazývá konstantní (Fc 

fragment) a podle ní se rozlišuje pět tříd (izotypů) imunoglobulinů: G, M, A, D a E. 

Částí Fc se protilátka váže na buňky, které mají pro ni receptor (granulocyty, buňky 

NK a makrofágy), a pomáhá tak odstraňovat navázané cizorodé látky (Šterzl, 1993).

Jako první se v imunitní reakci tvoří izotyp IgM. K produkci tohoto izotypu 

nepotřebují lymfocyty B pomoc od lymfocytů T. V další fázi imunitní reakce se tvoří 

IgG po kontaktu B lymfocytu s příslušným T lymfocytem. Protilátky IgG mají vyšší 

schopnost vázat antigen a přetrvávají v organizmu dlouhou dobu jako produkt 

paměťové imunitní reakce. 

Imunoglobuliny obsažené v séru představují sumu různých protilátek proti 

nejrůznějším antigenům, se kterými se jedinec v průběhu života setká. V séru je 

nejvíce zastoupen izotyp IgG. Přestupuje i do intersticiálního prostoru a také 

placentou do plodu, kde chrání novorozence do doby, než začne tvořit vlastní 

protilátky. Hlavní úloha imunoglobulinu A není v séru, ale na sliznicích a v tělních 

sekretech (mateřské mléko, sliny, sekrety dýchacích cest a dalších sliznic). Tento 

imunoglobulin má za úkol neutralizovat antigeny, které se dostanou na sliznice. 

Imunoglobulin M se v séru objevuje při akutních infekcích. Imunoglobulinu E je za 

fyziologických okolností jen nepatrném množství a jeho koncentrace se zvyšuje při 
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parazitárních chorobách a alergiích. Úloha imunoglobulinu D je vázána zejména na 

lymfocytech B, kde je zakotven v membráně a tvoří receptor pro antigen (Hořejší a 

Bartůňková, 2005; Sompayrac, 2015). 

Humorální imunita se uplatňuje především v obraně proti extracelulárním 

patogenům. Složky humorální imunity působí jako opsoniny, tj. látky, které vazbou 

na mikroba usnadňují jeho pohlcení fagocytujícími buňkami. Dále mají protilátky 

schopnost vázat komplement, který se tímto aktivuje a způsobí rozpad 

mikroorganizmu, na nějž se komplex protilátky a komplementu naváže. 

Mikroorganizmus může být také zničen cytotoxickým lymfocytem nebo 

makrofágem. Protilátka zprostředkuje kontakt mezi těmito dvěma buňkami (tzv. 

reakce ADCC, buněčná cytotoxicita zprostředkovaná protilátkami) (Hořejší a 

Bartůňková, 2005).

Bylo zjištěno, že adoptivní přenos B lymfocytů nebo hyperimunního séra do 

athymických BALB/c (nu/nu) myší nebo do SCID myší neochránilo tato zvířata před 

rozvojem letální encephalitozoonózy. Nicméně byla sledována silná protilátková 

odpověď proti různým antigenům mikrosporidií a mnoho těchto protilátek mělo 

zkříženou reaktivitu s jinými druhy mikrosporidií (Cox a kol., 1979; Schmidt a 

Shadduck, 1983). U 5 až 50 % lidí z vyšetřované populace byly nalezeny protilátky 

proti různým druhům mikrosporidií (van Gool a kol., 1997; Kučerová-Pospíšilová a 

Ditrich, 1998; Sak a kol., 2011). Také bylo pozorováno, že novorozená mláďata 

králíků jsou proti infekci E. cuniculi chráněna po dobu dvou týdnů mateřskými 

protilátkami (Bywater a Kellett, 1979). Experimenty in vitro prokázaly, že infectivita 

mikrosporidií klesá po ošetření imunním sérem a komplementem (Schmidt a 

Shadduck, 1984; Sak a kol., 2004), monoklonálními protilátkami proti povrchu spor 

mikrosporidií (mAb 3B6) nebo po inkubaci s monoklonálníma a polyklonálními 

protilátkami proti proteinům pólové trubice (PTP1). Je tedy vysoce pravděpodobné, 

že protilátky hrají roli při eliminaci infekce, avšak samy nejsou schopny předejít 

mortalitě nebo vyléčit infekci (Sak a kol., 2006).

1.7. Modelové organizmy pro studium imunitní odpovědi in vivo

Jak již bylo výše řečeno, rozdíné průběhy infekce způsobené E. cuniculi 

závisí především na imunologickém statusu hostitele. Tato skutečnost byla 

mnohokrát potvrzena studiemi, kde byly myši použity jako modelové organizmy 

(Koudela a kol., 1993; Khan a kol., 2001; Kotková s kol., 2013). Jako nejčastěji 
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používaným kmenem jsou inbrední geneticky imunokomprimované myši (SCID a 

athymické myši). Tyto kmeny myší vznikají z imunokompetentního kmenu myší 

BALB/c, které tak při experimentálních infekcích slouží jako pozadí. Dále bylo 

zjištěno, že adoptivním přenosem aktivovaných T buněk získaných z BALB/c myší 

mohou být imunokomprimované SCID myši zachráněny před letální infekcí 

způsobenou E. cuniculi (Braunfuchsová a kol., 2001). Studie s knockout myšmi zase 

ukázaly, že cytotoxické CD8 T lymfocyty jsou důležité v ochraně proti 

mikrosporidiím, a že jejich aktivace není závislá na CD4 T lymfocytech (Khan a 

kol., 1999; Moretto a kol., 2000; Sak a kol., 2017).

Podrobnější popis kmenů myší nejčastěji používaných při studiu průběhu 

infekce způsobené E. cuniculi následuje.

1.7.1. Imunokompetentní myši BALB/c a C57BL/6

Jako modelový organizmus s neporušenou funkcí imunitního systému bývají 

nejčastěji voleny myši kmene BALB/c a C57BL/6. Tyto dva kmeny jsou často 

používány v biologickém výzkumu zahrnujícím imunologii, vývojovou biologii, 

genetiku, neurobiologii a mnohé další. 

BALB/c myši jsou albinotické, laboratorně chované myši, ze kterých byly 

vyvinuty další podkmeny. Zakládající zvířata kmene byla získána Halseyem J. 

Baggem z Memorial Hospital v New Yorku od dealera myší v Ohiu v roce 1913. 

Jméno BALB je zřetězení Bagg a Albino. Od rokun1920 bylo potomstvo původní 

kolonie systematicky kříženo, sourozenec se sourozencem, po 26 generací přes 15 let 

(Les, 1990). Tento kmen je především dobře znám pro produkci plasmacytomů po 

injekci minerálním olejem tvořícím základ pro produkci monoklonálních protilátek. 

Byla u nich pozorována nízká incidence rakoviny mléčné žlázy, ale jiné typy rakovin 

(především retikulární neoplazmy, plicní a ledvinové nádory) se mohou u nich 

během života rozvinout. BALB/c myši mají dlouhou reprodukční životnost, vykazují 

vysokou hladinu úzkosti a jsou relativně odolné vůči ateroskleróze vyvolané dietou 

(Jax mice database, 2018).

Inbrední kmen myší C57Bl byl vytvořen C.C.Littlem v Bussey institutu pro 

výzkum aplikované biologie roku 1921. Z tohoto kmene byly odvozeny některé 

subtypy nesoucí spontánní nebo indukované mutace. C57Bl/6 myši jsou 

nejznámějším inbredním kmenem odvozeným od C57Bl kmene. Mezi jednotlivými 
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podkmeny C57Bl/6 byly pozorovány rozdíly v chování, toleranci pro glukózu, 

alkohol nebo léky (Mekada a kol., 2009).

Tyto dva kmeny imunokompetentních myší se používají jako negativní 

kontroly z důvodu porovnání imunitních mechanizmů s imunodeficientními kmeny 

myší vyvinutých na jejich základě.

1.7.2. Myši s defektním genem pro tvorbu CD4+ T lymfocytů

Myši homozygotní pro cílenou mutaci genu Cd4tm1Mak mají signifikantní blok 

pro tvorbu CD4+ T lymfocytů; 90 % jejich cirkulujících T-buněk jsou CD8+. U takto 

geneticky upravených homozygotních myší není detekován na buňkách thymu a 

lymfatických uzlin povrchový protein CD4 (Jax mice database, 2018). Navíc, 

přítomné CD8+ T lymfocyty významně reagují s několika epitopy hlavního 

histokompatibilního komplexu (MHC) třídy II, kromě očekávaných reakcí s epitopy 

MHC třídy I (Tyznik a kol., 2004). 

Pomocí těchto myší lze úspěšně studovat vývoj CD4+ T lymfocytů a 

náchylnost hostitele k virové infekci a zánětu. Z hlediska našeho výzkumu jsme tyto 

myši použili pro sledování průběhu mikrosporidiózy a účinků imunitního systému 

v boji proti těmto parazitům.

1.7.3. Myši s defektním genem pro tvorbu CD8+ T lymfocytů

Tento kmen myší byl vyvinut cílenou mutací genu pro CD8 receptor 

(Cd8atm1Mak) na chromosomu 6 u C57BL/6 myší. Mutace v tomto genu způsobuje 

neschopnost vývoje CD8+ cytotoxických lymfocytů. Naproti tomu, vývoj a funkce 

pomocných CD4+ T buněk jsou nezměněny. Mutací tohoto genu bylo dosaženo tak, 

že do exonu 1 byl vložen gen rezistence na neomycin. Pomocí analýzy buněk thymu 

a lymfatických uzlin homozygotních CD8 knockout myší průtokovou cytometrií bylo 

potvrzeno, že na povrchu T buněk nebyl exprimován žádný detekovatelný kódovaný 

protein. Absence cytotoxických lymfocytů má pak za následek zvýšenou citlivost k 

vnitrobuněčným infekcím (Jax mice database, 2018).

Využití těchto myší jako modelových organizmů pro sledování průběhu 

infekce způsobené E. cuniculi bylo důležité rovněž z hlediska ověření důležitosti 

cytotoxických CD8 T lymfocytů v boji proti těmto patogenům.
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1.7.4. Myši s těžkou kombinovanou imunodeficiencí (SCID)

Vhodným modelem pro sledování různých aspektů oportunních infekcí u 

zvířat i u člověka jsou imunodeficientní myši (SCID). Myši s těžkou kombinovanou 

imunodeficiencí (severe combined immunodeficiency - SCID) kmene C.B-17 byly 

vyvinuty na základě BALB/c myší genetickou autozomální recesivní mutací (scid 

gen) na 16. chromozomu. V homozygotním stavu tato mutace způsobuje defekt VDJ 

rekombinantního systému, který je využíván při přestavbě genů pro antigen-

specifické receptory B a T lymfocytů. Z toho důvodu nemají SCID myši funkční B a 

T lymfocyty. Sérum SCID myší obsahuje velmi málo imunoglobulinů, nebo nejsou 

vůbec detekovatelné. Nespecifická imunita stejně tak jako diferenciace granulocytů, 

erytrocytů, monocytů, makrofágů a NK buněk není tímto defektem postižena 

(Bosma, 1983).

Použití SCID myší pro studium mikrosporidiózy charakterizovali Koudela a 

kol. (1993). V experimentech mohou představovat jedince po imunosupresi, případně 

pacienty s HIV. Tyto myši jsou rovněž vhodným modelovým organizmem pro 

experimenty s adaptivními přenosy buněk imunitního systému.
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II. CÍLE PRÁCE

Cílem práce bylo komplexní studium infekcí vyvolaných mikrosporidiemi 

Encephalitozoon cuniculi genotyp II a genotyp III u imunokompetentních a 

imunodeficitních hostitelů (hlodavců) a dále studium možného kongenitálního 

přenosu mikrosporidií z matky na plod.

Dílčí cíle:

1) charakterizace průběhu infekcí způsobených E. cuniculi genotypem II a 

genotypem III u experimentálně infikovaných hostitelů;

2) zjištění účinnosti léčby albendazolem u SCID a BALB/c myší infikovaných 

E. cuniculi genotypem III;

3) zjištění účinnosti léčby albendazolem u C57Bl/6 myší, CD4 a CD8 knockout 

myší infikovaných E. cuniculi genotypem II;

4) pomocí metody RT-PCR zjistit skutečnou parazitární zátěž hostitelského 

organizmu;

5) studium transplacentárního přenosu E. cuniculi genotyp II u 

imunokompetentních i imunodeficitních hostitelů.
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III. SHRNUTÍ VÝSLEDKŮ A DISKUZE

Všechny dosažené výsledky (obrázky, grafy a tabulky), použitý materiál a 

metody je možno nalézt v níže přiložených publikacích. Články ”The course of 

infection caused by Encephalitozoon cuniculi genotype III in immunocompetent and 

immunodeficient mice” “Limited effect of adaptive immune response to control 

encephalitozoonosis”, “Differences in the intensity of infection caused by 

Encephalitozoon cuniculi genotype II and III - comparison using quantitative real-

time PCR” a “Evidence of transplacental transmission of Encephalitozoon cuniculi 

genotype II in murine model”, které vznikly v době doktorského studia, jsou hlavním 

předmětem této disertační práce. 

Publikace ”Latent microsporidiosis caused by Encephalitozoon cuniculi in 

immunocompetent hosts: a murine model demonstrating the ineffectiveness of the 

immune system and treatment with albendazole”, je uvedena jako dodatek, jelikož 

výsledky, které jsou v ní uvedeny, byly získány v době mého magisterského studia a 

byly součástí mé magisterské práce. Tato publikace je však úzce spojená s výsledky 

prezentovanými v disertační práci a proto je přiložena k nahlédnutí.

Mikrosporidie jsou pozoruhodné parazitující mikroorganizmy, které fascinují 

vědce již téměř dvě století. Mikrosporidie mohou infikovat jak bezobratlé, tak 

obratlovce, u kterých způsobují celou řadu onemocnění od skrytých benigních 

infekcí až po masivní poškození hostitelského organizmu, které často končí smrtí. 

Od roku 1959, kdy byla diagnostikována první mikrosporidie u člověka, bylo 

popsáno 17 druhů infikujících člověka, které u imunodeficitních jedinců způsobují 

mnohem vážnější zdravotní problémy ve srovnání s imunokompetentními jedinci 

(Didier a kol., 2004). Encephalitozoon cuniculi, jako první mikrosporidie 

identifikovaná u savce a zároveň první mikrosporidie, která byla úspěšně izolovaná a 

dlouhodobě kultivovaná v buněčné kultuře, patří mezi nejlépe prostudovaný druh 

mikrosporidie. Podle počtu krátkých opakování v ITS rRNA regionu jsou určovány 

čtyři různé (ne však přísně hostitelsky specifické) genotypy E. cuniculi (Didier a kol., 

1995b; Talabani a kol., 2010). 

Většina z toho, co je známo o biologii savčí mikrosporidiózy je primárně 

založeno na studiu mikrosporidie E. cuniculi genotyp II, která je hojně využívána pro 

experimentální infekce. Průběh infekce způsobené E. cuniculi genotyp II závisí 

především na imunologickém stavu hostitele, což bylo úspěšně dokázáno na myších 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28942047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28942047
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28942047
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modelech (Sak a Ditrich, 2005; Sak a kol., 2006; Kotková a kol., 2013). Zatímco u 

imunokompetentních myší infikovaných E. cuniculi genotyp II se rozvinula latentní 

infekce, která zůstala asymptomatická dokud bylo množení parazita a imunitní 

odpověď hostitele v rovnováze (Gannon, 1980b; Niederkorn a kol., 1981; Kotková a 

kol., 2013), u imunokomprimovaných myší, jako jsou SCID nebo athymické nu/nu 

myši, se po infekci rozvinula akutní a většinou letální mikrosporidióza (Schmidt a 

Shadduck, 1984; Koudela a kol., 1993; Kotková a kol., 2013). 

Na základě literárních dat a našich experimentů se ukázalo, že jednotlivé 

genotypy E. cuniculi se významně liší v průběhu infekce, v odpovědi na léčbu 

albendazolem, ale také v různé toleranci hostitele na parazitární zátěž (Hofmannová 

a kol., 2014; Kotková a kol., 2017). Ovšem mechanizmus této tolerance zatím 

zůstává neznámý.

3.1. Průběh infekce způsobené mikrosporidií Encephalitozoon cuniculi genotyp 

III u imunokompetentních BALB/c a imunodeficitních SCID myší

Zatímco E. cuniculi genotyp II můžeme nalézt u širokého spektra hostitelů a 

ve většině případů způsobuje asymptomatickou latentní formu infekce (Kašičková a 

kol., 2009; Neumayerová a kol., 2014), E. cuniculi genotyp III se zdá být mnohem 

agresivnější a infekce způsobené tímto genotypem často vedou ke smrti i 

imunokompetentního hostitele (Juan-Sallés a kol., 2006; Hofmannová a kol., 2014; 

Meng a kol., 2014). Výsledky našich experimentů ukázaly, že infekce vyvolaná E. 

cuniculi genotyp III má rychlý nástup (téměř všechny orgány byly pozitivní již týden 

po infekci), ale hostitel přežíval a měl jen velmi mírné klinické příznaky 

onemocnění. Zajímavé jsou výsledky u imunodeficitních SCID myší; zatímco 

infekce způsobená E. cuniculi genotyp II byla charakterizovaná postupným nárůstem 

počtu infikovaných orgánů a smrtí hostitele v době, kdy všechny orgány byly 

pozitivní na přítomnost mikrosporidií (cca 33. den po infekci) (Kotková a kol., 

2013), infekce způsobená E. cuniculi genotypem III se již týden po infekci rozšířila 

do všech orgánů a tento stav zůstal až do smrti hostitele, cca 39. den po infekci. 

Překvapivé je, že přes enormě rychlou expanzi E. cuniculi genotypu III a postižení 

více orgánů, se myši dožívaly déle než myši s infekcí způsobenou E. cuniculi 

genotypem II. Zdá se, že přežití myší není závislé na parazitární zátěži, ale mnohem 

pravděpodobněji bude záviset na genotypu E. cuniculi. Předpokládáme, že E. 

cuniculi genotyp III aktivuje odlišnou část imunitního systému než E. cuniculi 
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genotyp II. Může to být způsobeno adaptací parazita, který tak transformuje imunitu 

k méně efektivní odpovědi, což následně může mít vliv na prodloužení života 

hostitele. Zdá se, že nejdůležitějším „zabíječem“ mikrosporidií u imunodeficitních 

myší jsou NK buňky, ale to je otázka dalších výzkumů.

Chemoterapie mikrosporidióz je omezena pouze na několik léčiv zahrnujících 

albendazol a fumagilin, které jsou alespoň částečně účinné a redukují počet parazitů 

(Didier, 2005). Albendazol a jeho deriváty se vážou k tubulinu v těle parazitů, brání 

jeho polymeraci a to následně vede k rozvratu metabolizmu a smrti parazita. Léčba 

lidských mikrosporidiálních infekcí způsobených rodem Encephalitozoon pomocí 

albendazolu ukázala výrazné zlepšení příznaků onemocnění a postupnou likvidaci 

parazita ve všech orgánech (Molina a kol., 1995, Ditrich a kol., 2011). Ovšem 

recentní výsledky zpochybňují 100% účinnost albendazolu (Kotková a kol., 2013), 

kdy experimentální imunosupresí BALB/c myší, které byly po léčbě albendazolem 

negativní na přítomnost mikrosporidií, vyvovala opětovné rozšíření parazita do 

několika orgánů. Mikrosporidie rodu Enterocytozoon jsou na albendazol málo citlivé, 

proto jako lékem první volby je v tomto případě fumagilin. Je to antibiotikum z 

houby Aspergillus fumigatus, které používají především včelaři pro léčbu včelí 

nosematózy. Pro lidský organizmus je však toxický a může způsobovat 

trompocytopenii a neutropenii.

Encephalitozoon cuniculi genotyp III vykazuje zvýšenou rezistenci proti 

principiálnímu působení albendazolu. Nejenom že léčba pomocí albendazolu nevedla 

k eliminaci parazita ze všech orgánů, jako tomu bylo v případě E. cuniculi genotyp 

II, ale navíc počet pozitivních orgánů opět vzrostl okamžitě po ukončení léčby. U 

imunokompetentních SCID myší vedla léčba k prodloužení života o cca 37 dní, 

v případě že léčba byla započata 14. den po infekci. Léčba infekce u SCID myší od 

28. DPI způsobila pouze vymizení parazita z žaludku a z krve. Zároveň prodloužila 

dobu přežití myší o 17 dní.

3.2. Porovnání parazitární zátěže organizmu použitím metody qRT-PCR

Mikrosporidie bývají popisovány jako pomalu působící patogeny, a tedy 

méně virulentní než jiné skupiny patogenů. Nicméně, jak je uvedeno výše, jsou 

schopny se úspěšně množit ve vhodném hostiteli na enormní množství bez 

jakýchkoliv zjevných známek infekce u imunokompetentních hostitelů, což ukazuje, 
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že vysoká infekčnost, vysoká patogenita nebo obojí nemusí nutně odpovídat úrovni 

dopadu mikrosporidií na hostitelský organizmus. 

Většina z dřívějších experimentálních studií je omezena na hodnocení doby 

přežití hostitele (Braunfuchsová a kol., 2001; Salát a kol., 2006) a skutečná 

parazitární zátěž nebyla doposud zkoumána. Na základě našich výsledků 

kvantifikace množství spor v jednotlivých orgánech během infekce byl u 

imunokompetentních BALB/c myší zjištěn progresivní průběh charakterizovaný 

šířením mikrosporidií do téměř všech orgánů s maximálním dosaženým počtem 3,8 × 

108 spor na 1 g tkáně v případě E. cuniculi genotypu II, a 3,6 × 109 spor na 1 g tkáně 

v případě E. cuniculi genotypu III. Kromě toho, hodnocení vzorků pomocí RT-PCR 

potvrdilo omezenou účinnost albendazolu. Tato metoda odhalila přítomnost 

mikrosporidií v 5 ze 17 vyšetřených tkání a tělních tekutin (nepublikovaná data) u 

léčených BALB/c myší, jež se zdály být zcela negativní po vyšetření pomocí 

konvenční PCR.

Naše výsledky zaměřené na experimentální infekce imunodeficitních SCID 

myší E. cuniculi genotypem II nebo III ukázaly rozdílný průběh infekce a různou 

toleranci k parazitární zátěži. Ačkoli E. cuniculi genotyp II způsobil akutní infekci 

s masivní diseminací parazita do mnoha orgánů s maximem 2,9 × 1010 spor na gram 

tkáně (28. den po infekci), hodnocení SCID myší infikovaných E. cuniculi 

genotypem III ukázalo mnohem dřívější vzestup a intenzivní rozšíření infekce v těle 

hostitele s maximem pozitivních orgánů již týden po infekci. Navíc absolutní počet 

spor ve tkáních byl 10× větší ve srovnání E. cuniculi genotyp II, tj. 4,9 × 1011 spor na 

gram tkáně (35. den po infekci). Navzdory tomuto faktu, myši infikované E. cuniculi 

genotypem III přežívaly mnohem déle.

3.3. Průběh infekce způsobené Encephalitozoon cuniculi genotyp II u 

imunokompetentních C57Bl/6 myší a z nich odvozených CD4 a CD8 knockout 

myší

Studium imunitní odpovědi proti mikrosporidiím je založeno především na 

experimentálních infekcích různých kmenů myší. Zpočátku byly využívány 

imunokompetentní kmeny myší BALB/c, C57BL/6, C57BL/10, DBA/1, DBA/2, 

129/J a AKR (Niederkorn a kol., 1981). Dalším milníkem v rámci 

imunoparazitologie bylo využití hostitelů s různými defekty imunitního systému - 

athymické myši (Schmidt a Shadduck 1983, 1984; Didier a kol., 1994) a myši 
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s těžkou kombinovanou imunodeficiencí SCID (Koudela a kol., 1993, Salát a kol., 

2001) a následovaly experimenty s kmeny myší, jež měly defektní geny pro syntézu 

konkrétních cytokinů (IFN-γ, IL-12) nebo defekty funkčně významných 

povrchových molekul lymfocytů (receptor pro IFN-γ, CD4 a CD8 povrchové 

molekuly) (Achbarou a kol., 1996, Khan a Moretto, 1999, Khan a kol.,1999, Salát a 

kol., 2002). Druhým způsobem, kterým je posuzován význam konkrétního 

imunitního mechanizmu, jsou adoptivní přenosy přesně definovaných populací 

lymfocytů do SCID myší před následnou infekcí mikrosporidiemi. Počáteční studie 

tak ukázaly, že chemicky imunosuprimované nebo geneticky imunokomprimované 

(SCID a nu/nu) myši mohou být zachráněny adoptivním přenosem aktivovaných T 

buněk (Heřmánek a kol., 1993; Khan a kol., 1999; Braunfuchsová a kol., 2001). Data 

získaná z experimentů CD4 a CD8 knockout myšmi také ukázala, že cytotoxické 

CD8+ T lymfocyty jsou zásadní pro ochranu hostitelského organizmu před 

mikrosporidiemi, a že jejich aktivace nemusí být závislá na CD4+ T lymfocytech 

(Khan a kol., 1999; Moretto a kol., 2000).

Protože CD4 a CD8 knockout myši jsou vyvinuty z C57Bl/6 myší, pozorovali 

jsme u všech kmenů stejný počáteční průběh infekce, kdy došlo již během několika 

málo týdnů po infekci k diseminaci parazita do většiny orgánů hostitele. U CD4 

knockout myší a C57Bl/6 byla tato počáteční fáze vystřídána chronickou fází 

charakterizovanou persistencí mikrosporidií v některých orgánech, u CD4 knockout 

myší byla většina zasažených orgánů mimo gastrointestinální trakt. U CD8 knockout 

myší se vyvinula letální mikrosporidióza končící smrtí hostitele cca 57. den po 

infekci, což je podstatně déle než tomu bylo u imunodeficitních SCID myší. Tyto 

výsledky ukazují na roli dalších imunitních mechanizmů jako jsou CD4+ T 

lymfocyty, B lymfocyty a cytokiny. Parazitární zátěž u CD8 knockout myší byla 5,27 

× 109 spor na gram tkáně 35. den po infekci a u CD4 knockout myší 1,19 × 108 spor 

na gram tkáně 28. den po infekci, což naznačuje, že přežití hostitele není závislé 

pouze na snížení množství spor. Tento výsledek podporuje základní koncepci o 

účinnosti buněčné imunity (především CD8+ T lymfocytů) v obraně proti 

mikrosporidióze. 

Aplikace albendazolu vedla u C57Bl/6 a CD4 knockout myší k vymizení 

parazita ze všech orgánů týden, respektive 3 týdny po ukončení léčby. Aplikace 

albendazolu infikovaným CD8 knockout myším vyústilo ve vymizení mikrosporidií 

z mnoha orgánů jeden týden po ukončení léčby a v prodloužení doby přežití. 
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Nicméně, po tomto dočasném ozdravení díky léčbě albendazolem se mikrosporidie 

opět rozšířily do téměř všech orgánů. Avšak v době ukončení experimentu (91. den 

po infekci) myši stále přežívaly i přes masivně rozšířenou infekci v těle hostitele.

3.4. Transplacentální přenos

Encephalitozoon cuniculi infikuje široké spektrum hostitelských buněk 

zahrnující makrofágy, epitélie, cévní endotélie, buňky ledvinných kanálků a ostatní 

typy buněk. Je tak nalézán ve většině tkání s predilekcí v mozku, plicích a ledvinách 

(Gannon, 1980a; Kotková a kol., 2013, 2017; Sak a kol., 2017). Diseminace infekce 

do různých částí těla hostitele je umožněna schopností tohoto druhu mikrosporidie 

infikovat a množit se uvnitř makrofágů, které jim zároveň slouží jako dopravní 

prostředek v těle hostitele (Cotte a kol., 1999). Přestože se jedinec může infikovat 

celou řadou způsobů, pozření kontaminované potravy a vody, nebo inhalace spor 

představuje nejvýznamnější z nich (Cotte a kol., 1999; Thurston-Enriquez, 2002; 

Didier a kol., 2004). 

Nejméně prozkoumaná, ovšem neméně důležitá cesta přenosu mikrosporidií 

rodu Encephalitozoon je transplacentální přenos. Přenos infekce z matky na potomka 

přes placentu byl popsán u hlodavců, králíků, koní, masožravců (u psů a lišek) a 

primátů vyjma člověka (Snowden a kol., 1998; Snowden a Shadduck, 1999). U všech 

těchto skupin zvířat byla přítomnost mikrosporidií u mláďat, jež se narodila 

přirozeně nebo experimentálně infikovaným matkám, zjišťována především 

serologicky a/nebo histopatologicky. Rozsáhlé léze především na mozku, ale i 

v ledvinách a na plicích způsobené mikrosporidiemi zapříčinily, že většina mláďat se 

narodila již mrtvá nebo zemřela během několika málo dní po porodu (Innes a kol., 

1962; Owen a Gannon, 1980; Baneux a Pognan, 2003; Mathis a kol, 2005).

Výsledky našich experimentů, kdy jsme perorálně infikovali SCID a BALB/c 

myši a poté je připustili v akutní nebo chronické fázi infekce, nebo kdy jsme 

intraperitoneálně injikovali spory mikrosporidií již zabřezlým myším, zprvu 

neprokázaly přenos mikrosporidií přes placentu. Vyšetření byly podrobeny jak plody 

vyjmuté pomocí císařského řezu, tak mláďata ihned po narození. Přestože matky 

vykazovaly systémovou mikrosporidiózu, molekulární testy nepotvrdily přítomnost 

mikrosporidií v tkáních mláďat. 

Následující experimenty, ve kterých jsme mláďata přenesli ihned po porodu 

k náhradní neinfikované matce, již přenos mikrosporidií přes placentu prokázaly. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pognan%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12689424
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Vyšetřované orgány SCID mláďat, jež byla usmrcena až 3. týden života, byly 

pozitivní na přítomnost specifické mikrosporidiální DNA. Ovšem u 6 týdnů starých 

mláďat BALB/c myší, jež také byla přenesena k náhradní neinfikované matce, 

nebyla přítomnost mikrosporidií potvrzena. Teprve po aplikaci imunosupresiva 

Depo-medrolu BALB/c mláďatům (28. a 38. den po porodu) došlo k vytvoření 

příznivých podmínek pro pomnožení parazita a tím byly v době pitvy pozitivní 

všechny vyšetřované orgány. Je tedy zřejmé, že velmi malé množství spor, které 

ovšem není detekovatelné ani molekulárními metodami, prochází přes placentu a 

potřebují čas a podmínky pro pomnožení. Je zde také možnost ochrany mláďat 

mateřskými protilátkami (Owen a Gannon, 1980). Ovšem po jejich vymizení mají 

mikrosporide šanci se prosadit.
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IV. ZÁVĚRY

 průběh infekce závisí nejenom na imunologickém stavu hostitele, ale také na 

genotypu mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi;

 Encephalitozoon cuniculi genotyp III má rychlejší nástup infekce než 

v případě E. cuniculi genotyp II; již první týden po infekci jsou všechny nebo 

téměř všechny orgány pozitivní na přítomnost parazita;

 počet pozitivních orgánů je vždy vyšší u infekcích způsobených E. cuniculi 

genotypem III, přesto se imunodeficitní SCID myši dožívají déle než 

s infekcí E. cuniculi genotyp II;

 zatížení jednotlivých orgánů mikrosporidií E. cuniculi genotyp III je o řád 

vyšší než v případě infekce E. cuniculi genotyp II;

 léčba albendazolem u imunokompetentních myší způsobí snížení počtu 

parazitů pod hranici detekce pomocí konvenční PCR (jsou-li infikovány E. 

cuniculi genotypem II), u imunodeficitních myší dojde pouze k prodloužení 

života hostitele o několik týdnů;

 léčba albendazolem imunokompetentních BALB/c myší infikovaných E. 

cuniculi genotypem III vedla ke snížení počtu infikovaných orgánů pouze 

dočasně; dva týdny po ukončení léčby dochází opět k diseminaci parazita 

v těle hostitele; 

 z experimentů s knockout myšmi vyplývá důležitost buněčné imunity, 

především CD8 T lymfocytů, v boji proti mikrosporidióze;

 transplacentální přenos parazita byl prokázán až několik týdnů po narození (u 

mláďat SCID myší) nebo po aplikaci imunosupresiva Depo-medrolu (u 

mláďat imunokompetentních BALB/c myší); z toho vyplývá, že k přenosu 

mikrosporidií přes placentu dochází. 
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