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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt a prevalenci mikrosporidiovych infekci v
syrovém kravském mléce. Bylo vysetieno 147 dojnic ze vzorku mléka, trusu ¢i moci,
z nichz jedna byla pozitivni na Encephalitozoon cuniculi a to opakované ve vzorku
mléka i trusu. Teoreticka ¢ast prace zahrnuje informace o mikrosporidiich, jako je
napiiklad jejich vyvojovy cyklus, pfenos a pribéh onemocnéni nebo terapie a
prevence. V této Casti je popsdno i tepelné oSetieni mléka. V praktické Casti je
popsan metodicky postup detekce mikrosporidiové DNA ze vzorki mléka, trusu ¢i
moci. Tato prace byla zaméfena na experimentalni ovéieni devitaliza¢ni schopnosti
riznych pasterizaénich metod. Mléko bylo inokulované spérami Encephalitozoon
cuniculi a nasledn¢ tepelné oSetfeno podle metod pouzivanych v praxi. Toto mléko
bylo perordln¢ vpraveno laboratornim SCID mysim. Pro zjisténi zda bylo tepelné
oSetfeni uc¢inné nebo zda propukla infekce, byly mysi po tfech tydnech usmrceny a
jejich organy vysetieny na pfitomnost mikrosporidiové DNA v orgdnech pomoci

molekularnich metod.

Kli¢ova slova: Mikrosporidie; Encephalitozoon cuniculi; infekce; prevalence;

mléko; tepelné oSetfeni mléka



Summary

The object of this thesis is to find out an incidence and prevalence of
Microsporidia infection in uncooked cow’s milk. Samples of milk, faeces and urine
from 147 milk cows were screened. One of them was positive for presence of
Encephalitozoon cuniculi in sample of milk and stool repeatedly. Theoretic part
includes information about Microsporidia, e.g. developmental cycle, transfer and
course of disease, treatment and prevention. There is a description of heat treatment
of milk as well. A methodical procedure of microsporidia DNA detection from
samples of milk, feaces or urine is described in the practical part. The thesis is
focused on experimental verification of sterilizing capabilities of various
pasteurization methods. Milk was contaminated by Encephalitozoon cuniculi and
then heat treatment according to the methods used in practice followed.
Contaminated milk was offered to laboratory immunodeficient SCID mice. After
three weeks mice were put to death and their organs were examined for the presence
of Microsporidia DNA using molecular methods. Finding out of Microsporidia in

examined organs was the evidence of insuffient heat treatement.

Key words: Microsporidia; Encephalitozoon cuniculi; infection; prevalence;

milk; heat treatment of milk
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. Cil prace

Popsat vyskyt a prevalenci mikrosporidii rodu Encephalitozoon v syrovém
kravském mléce

Molekularnimi metodami uréit druh a genotyp

Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych mikrosporidii

Experimentalné ovéfit devitalizacni schopnost riznych pasterizacnich metod pro

Encepahlitozoon cuniculi



2. Uvod

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni sporulujici paraziti, ktefi napadaji
obratlovce i bezobratlé Zivoc¢ichy, pfevladaji zejména u ryb a hmyzu (Fedorko et al.
1995; Didier et Weis 2006). Zptsobuji oportunni infekce a vedou k zavaznym, nékdy
I smrtelnym chorobam pifedev§im u 0sob s poruchou imunitniho systému. V
soucasné dobé& jsou tyto patogeny hlaseny také jako ptivodci latentni infekce u
imunokompetentnich jedincu (Kotkova et al. 2013).

Infekénim stadiem je spora, v pruméru meétici 1 — 2,5 x 1,5 — 4,0 um ovalného
tvaru, vybavena dlouhym poélovym vldknem (injekéni trubice) (Didier et Weiss
2008). Spory se uvolnuji do prostfedi z infikovaného hostitele, jsou vsudypfitomné
(Kotler et Orenstein 1998) a vysoce odolné diky proteinové a chitinové vrstvé v
bunééné sténé (Mo et Drancourt 2004). Spory mikrosporidii byly zjistény v
povrchovych vodach, pid¢ i potravinach. Ptirozena cesta vstupu parazita do hostitele
je poziti nebo vdechnuti infekénich spor, také prostiednictvim ran, ocni nebo
transplacentarni cestou (Kotkova et al. 2013).

Historicky jsou mikrosporidie zodpovédné za zna¢né eckonomické ztraty
Vv rybolovu, v€elafstvi a hedvabnickém pramyslu (Didier et al. 1998). Prvni ptipad
mikrosporididzy u savct byl popsan roku 1922 u kralika (Wright et Craighead 1922;
Markell et al. 1999).

Rod Encephalitozoon je typicky tim, Ze se mnozi v parazitoforni vakuole (Franzen
et Miiller 2011) a v ramci rodu je druh Encephalitozoon cuniculi nejvice studovanou
savei mikrosporidii, ktera infikuje celou fadu obratlovecu, véetné ¢lovéka. V ramci
druhu E. cuniculi rozeznavame 4 genotypy (I, I, Il a IV), jez nejsou hostitelsky
specifické a zpusobuji systémové infekce (Didier 1995).

Vzhledem kvelmi rychlému Sifeni patogena t€lem infikovaného hostitele
(Kotkova et al. 2013), mohou ptedstavovat zivo¢isné produkty jako maso ¢i mléko
potencialni zdroj infekci. Tato prace by méla odpoveédét na zakladni otazky, zda se
mikrosporidie E. cuniculi dostava do mléka dojeného skotu a jestli mléko

predstavuje potencialni zdroj infekce pro ¢loveka.



3. Literarni prehled

3.1. Taxonomie mikrosporidii

Mikrosporidie jsou jednobunééni paraziti, pivodné fazeni mezi prvoky a dokonce
po urcity Cas povazovani za jedny z nejstarSich organismt, relikty z doby, nez
eukaryotni buitka ziskala mitochondrie. Molekularné-fylogenetické studie vSak
ukazaly, ze mikrosporidie nalezi do fise hub nebo jsou s nimi v tizkém piibuzenském
vztahu (Volf et al. 2007; Katinka et al. 2001). Patti do kmene Microsporidia, tfidy
Microsporea a fadu Microsporida (Vivarés et al. 2002). Maji vice nez 1 300
uznanych druhti vasi 160 rodech (Ardila-Garcia et Fast 2012) a 14 z nich mize
infikovat ¢lovéka (tabulka 1; Sak et al. 2011).

Evolu¢né jsou mikrosporidie povazovany za primitivni eukaryotické organismy.
Maji sice pravé jadro, ale postradaji mitochondrie, peroxisomy, golgiho aparat i dalsi
organely typické pro eukaryotick¢é bunky. Mikrosporidic vSak maji organelu
odvozenou od mitochondrii, tzv. mitozom, coz podporuje pravdépodobnost, ze se
mikrosporidie vyvinuly z piedkd, které obsahovali mitochondrie. Navic maji tito
paraziti podobné ribozomy jako prokaryotickd bunika (Weber et al. 1994; Didier
1998).

Tabulka 1. Piehled druhti mikrosporidii infikujici ¢loveéka (Didier et Weiss
2008).

Druh Lokalizace
Anncaliia (syns. Nosema and Brachiola) algerae Okao, sval
Anncaliia (syns. Nosema and Brachiola) connori Systémové onemocnéni

Anncaliia (syns. Nosema-like and Brachiola) vesicularum  Sval

Systémové onemocnéni, oko,
Encephalitozoon (syn. Nosema) cuniculi dychaci a mocovy trakt, jatra,
peritoneum, mozek
Oko, dychaci a moc¢ovy trakt,
systémové onemocnéni
ZluGovy a dychaci trakt, stieva,

Encephalitozoon hellem

Encephalitozoon (syn. Septata) intestinalis Kosti, klize, systémové
onemocnéni

Enterocytozoon bieneusi Stieva, zlucovy a dychaci trakt

Microsporidium africanum (syn. Nosema sp.) Oko

Microsporidium ceylonensis (syn. Nosema sp.) Oko

Nosema ocularum Oko

Pleistophora ronneafiei (syn. Pleistophora sp.) Sval

Trachipleistophora anthropopthera Systémové onemocnéni, oko

Trachipleistophora hominis Sval, oko

Vittaforma corneae (syn. Nosema corneum) Oko, moc¢ovy trakt



3.2.Vyvojovy cyklus

Struktura odliSujici mikrosporidie od vSech ostatnich organismt je duta
spiralovité sto¢ena polova trubice, pomoci které infikuje hostitelskou bunku (obrazek
1; Weber et al. 1994). Zrala spéra je obklopena glykoproteinovou vnéjsi a chitinovou
vnitini vrstvou, diky které je velmi odolna vici nepfiznivym podminkam Zivotniho
prostiedi (Didier et al. 2004). Za vhodnych podminek je trubice vystielena, pronika
cytoplazmatickou membranu a infekéni obsah spéry je vstiiknut do hostitelské

buniky. Prazdna spora zlstava extracelularné (Weber et al. 1994).

Obrazek 1. Schéma mikrosporidiové infekéni spory — Sténa spory se sklada z
elektrodenzni exospory (EX), chitinové endospory (En) a membrany (P). Vytlacovaci
zatizeni obsahuje kotevni disk (A), polovou trubici (Pt), Ktera tvoii 4 — 7 zavitq,
lamelovy polaroplast (Lp) a trubicovity polaroplast (Tp). Dale spora obsahuje zadni
vakuolu (Pv), ribozomy (R), sporoplasmu (Sp) a jadro (D) (Weber et al. 1994).

-

ex

En
Lp

Tp

Pt

s
4pm °

Pv

Vyvojové cykly mikrosporidii se zna¢né 1isi u ruznych druhd, ale pro vSechny
druhy je spole¢na extracelularni a intracelularni faze (Ardila-Garcia et Fast 2012).
Napiiklad Enterocytozoon bieneusi se mnozi ptimo v cytoplasmé buiky narozdil od
rodu Encephalitozoon, ktery se mnozi ve zvlastni parazitoforni vakuole (obrazek 2;
Markell et al. 1999). Zarodek mikrosporidie, tzv. sporoplasma je injikovan piimo do
cytoplasmy buiiky hostitele. Nasledné mikrosporidie prochdzi dvéma vyvojovymi
fazemi, merogonii a sporogonii (Weber et al. 1994). Béhem merogonie se meronti
rozmnozuji bindrnim délenim nebo rozpadem plasmodii na dcefiné bunky, které

mohou cyklus opakovat. V této casti jsou buiiky mikrosporidii ohraniceny
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jednoduchou plasmatickou membranou (Didier et al. 2004), ktera bezprostiedné
komunikuje s cytoplasmou hostitelské buiiky. Ve stadiu merogonie neni hostitelska
buiika poskozovana. Kdyz je bunka vyplnéna stadii mikrosporidii, zatnou na svém
povrchu vytvaret elektrodenzni sténu, ktera definuje stadium sporontu. Jednotlive,
sténou pokryté buiky parazita se osamostatiuji (tzv. sporoblasty) a vznikaji z nich
slozit¢ stavéné spory. Spoéra je funkéné adaptovand pro infekci dalsi buiiky

ve stejném hostitelském nebo novém organismu (Volf et al. 2007).

Obrazek 2. Schématick¢ zndzornéni zivotniho cyklu u vybranych druha

mikrosporidii (upraveno, zdroj CDC).

A = nfeken stadium
A= Diagnostické stadium

INEN &
' 2

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

E. hellem

E. cuniculi

E. intestinalis
E. bieneusi
E. intestinalis

Intracelularni vyvoj spoér E. bieneusi a E. intestinalis.

0AA 2] © 0 0 O
1y
i

Encephalitozoon intestinalis*

*\/yvoj v parazitarni vakuole je spole¢ny i pro E. hellem a E. cuniculi.
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3.3. Pfenos a pribéh infekce

Infekce zac¢ina proniknutim spory do organismu. Nejcastéjsi zpuisob je poziti nebo
vdechnuti infek¢éni spory, méné castd je infekce rannd, o¢ni ¢i transplacentdrni,
nejméné Castou je pak transplantace infikovaného organu. Primarnimi misty infekce
jsou tedy nejcastéji epitelové bunky gastrointestinalniho a respira¢niho traktu.
Enterocytozoon bieneusi zistava piedev§im vtenkém stievé a jeho spory jsou
vylucovany stolici. Muze ale také zpusobit infekci Zlucovych cest. Mimo enterocyty
tenkého stfeva mohou druhy rodu Encephalitozoon infikovat makrofagy a $ifit se do
celého organismu hostitele, kde zptsobuji diseminovanou infekci (Didier et al.
1998). Sekundarné mikrosporidie zpsobuji jaterni, ledvinovou a respiracni infekei,
mohou napadnout také mozek a paranazalni dutiny (Didier 1998; Kotkova et al.
2013). Oc¢ni, svalova ¢i diseminovana infekce mulze byt primarni i sekundarni
(Markell et al. 1999). Infekéni spory jsou nepravidelné vyluCovany v télnich
sekretech podle postizeného organu, napiiklad moci. (Didier et Weiss 2006; Kotkova
et al. 2013). U mikrosporidiozy se klinické ptiznaky objevuji pfedevsim u jedinct
s poruchou imunity, napfiklad u pacientid s AIDS, ktefi maji hladinu CD4 + T —
lymfocytt pod 100 bunék v ul krve (Sak et al. 2011). Rizikovou skupinou jsou také
jedinci po transplantaci organd ¢i mlad’ata s nezralym imunitnim systémem (Didier
2006). Nejcastéjsim klinickym projevem mikrosporidiozy je chronicky prijem, ktery
muze byt spojeny s horeckou, ztratou chuti k jidlu a tim padem ubytkem hmotnosti a
celkovym chiadnuti (Kotler et Orenstein 1998). Variabilita klinickych ptiznakt u
osob nakazenych mikrosporidiézou zalezi na imunitnim stavu jedince a tedy jeho

schopnosti vytvaret imunitni odpovéd’ (Didier 1998; Fasshauer et al. 2005).

3.4. Terapie a prevence

Diky velikosti a lokalizaci parazita je diagnostika obtizna (Markell et al. 1999).
Studie ukazuji, ze funkéni T lymfocyty jsou nezbytné k zabranéni infekce (Fray et al.
1983; Moretto et al. 2004). Piedchazet nakaze lze predevSim dodrZzovanim
hygienickych navyku (Didier et al. 2004). Lécba je mozna peroralnim podanim
albendazolu nebo jemu podobnych benzimidazolovych preparati. Albendazol,
podavany 2 — 3 krat denné po dobu jednoho mésice by mél byt ucinny k 1é¢be stievni
a diseminované infekce zpusobené Encephalitozoon intestinalis a E. cuniculi. Stejné
davkovani snizuje klinické piiznaky stfevni infekce Enterocytozoon bieneusi, ale

neeliminuje zcela infekci (Markell et al. 1999). Fumagillin byl uspé$né pouzit
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v 1é¢bé oc¢ni infekce Encephalitozoon hellem, miize ovSem zpusobit nezadouci
ucinky jako je neutropenie nebo trombocytopenie (Didier et al. 2004). Podle studie
Kotkové et al. (2013), ktera byla provadéna na SCID a BALB/c mysich infikovanych
Encephalitozoon cuniculi, vsak pii léébé albendazolem k Giplnému vymizeni
mikrosporidii z organismu nedo$lo. U imunodeficitnich SCID mysich doSlo pouze
k do¢asnému snizeni poctu postizenych organi. Ackoliv u imunokompetentnich
BALB/c mysi po 1é¢bé nebyl E. cuniculi v organech nalezen, pfi nasledném podani
imunosupresiv byla infekce znovu aktivovana. Tato studie tedy ukazuje, ze
mikrosporidie mohou pfezit v organech imunokompetentnich jedinct a vyckavat zda

jedinec nebude postizen narusenou imunitou.

3.5. Mikrosporidie skotu

Piestoze jsou mikrosporidie rodt Enterocytozoon a Encepahlitozoon ubikvitarni a
vétsina genotypu téchto druhli neni hostitelsky specificka, existuje relativné malo
zaznami o mikrosporidiovych infekcich skotu. U skotu byly identifikovany dva
druhy mikrosporiidii a to Enterocytozoon bieneusi (Del Coco et al. 2014; Jurankova
et al. 2013) a Encephalitozoon cuniculi (Halanova et al. 1999), které maji zoonoticky

potencial.

3.6. Mléko

Mléko je hlavnim zdrojem vyzivy mlad’at saveii. Obsahuje vSechny dulezité
Ziviny pro rust mlad’at. Mléko se vSak stalo jednou z hlavnich slozek jidelnicku pro
lidskou populaci v kazdém véku. U lidi tvorba mléka klesa, a proto se nahrazuje

nejcastéji mlékem kravskym (Jabed et al. 2012).

SloZeni mléka (Islam et al. 2014):

e Voda: 87,5%

e Susina: 12,5%
- Bilkoviny: 3,3 -3,5%
- Mléény tuk: 3,6 — 4,2 %
- Laktoza: 4,7 -5,0%

- Mineralni latky, vitaminy
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3.6.1. Tvorba mléka

Mléko je tvoieno V mlécné zlaze. Hlavni mistem sekrece mléka jsou alveolarni
bunky, které jsou vyplnény sekre¢nim epitelem. Mlécna Zlaza piijme z krve na
vytvofeni 1 kg mléka asi 145 g anorganickych zivin a v mléce jich je potom pfiblizné
120 g, to znamena, ze na vlastni tvorbu mléka se spotiebuje pouze asi 17 — 18 %.
V sekre¢nich buitkdch dochdzi k pfeméné zivin krmiva, pfinaSenych krvi nebo
lymfou, na slozky mléka. Tvofi se zde mlécny tuk, bilkoviny, laktoza a uskutecnuje
se zde prestavba mineralnich latek. Krev je do mlééné zlazy ptivadéna zevni
mlécnou tepnou a k vyrobé 1 1 mléka je potieba, aby mlécnou Zlazou proteklo 500 —
550 1 krve. Mléko je z alveol vylucovano nasledkem mechanického stlaceni, které
vzniké stazenim bunék hladkého svalstva (Jelinek et al. 2003).

Zanét mlécné zlazy neboli mastitida, je Casty problém v chovu skotu, snizuje
kvalitu a produkci mléka. Zanét mlécné zlazy muize byt klinicky a subklinicky.
Subklinickd mastitida je témét bezpiiznakova a je tedy tézko detekovatelnd. Toto
onemocnéni ma Sirokou Skalti pivodcti. M1é¢na zlaza mize byt infikovana patogeny
z vngjsiho prostiedi, které se do mlécné zlazy dostanou piez strukovy kanalek. Zanét
mohou zpiisobit i oportunni patogeny (Pilla et al. 2013). Somatické buiiky se v mléce
objevuji v diisledku imunitni odpovédi na dannou infekei. VétSina bunek pritomnych
v mléce jsou tvoteny leukocyty, zejména lymfocyty (13 — 72 %), makrofagy (10 — 78
%) a granulocyty (6 — 37 %). Epitelové buitkky mlééné zlazy jsou zastoupeny pouze 2
— 45 % (tabulka 2). Pocet somatickych bun€k by nemél presahnout 100 000 na ml
mléka.

Z hlediska prevnce zanétii mlécné zlazy je dilezité dbat na hygienu prostiedi a po
kazdém dojeni provést desinfekci struku, ¢imz se strukovy kanalek uzavie (Schwarz

et al. 2010).
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Tabulka 2. Typy a procentualni podil somatickych bunék v mléce.

Reference Lymfocyty Makrofagy  Granulocyty Ell)):ltgll?yve
(%)

Lee et al. 1980 19 78 6 4
Paape et al. 1981 28 60 10 2
Miller et al. 1991 24 31 26 19
Leitner et al. 2000 13 13 29 45
Rivas et al. 2001 72 10 18 -
Boutet et al. 2003 18 36 34 12
Dosogne et al. 2003 60 10 30 -
Schroder et Hamann 2005 46 17 37 -
Merle et al. 2007 27 50 23 -
Koess et Hamann 2008 26 43 31 -
Schwarz et al. 2011a 75 16 8 1
Schwarz et al. 2011b 70 21 9 -
Pilla et al. 2012 35 25 40 -

3.6.1. Tepelné oSetieni mléka

Tepelné oSetfeni mléka je technologicky proces, ktery se fidi pravnim piedpisem
(Vyhlaska ¢. 203/2003 Sb., o veterinarnich pozadavcich na mléko a mlécné
vyrobky), pfi kterém se pouzitim rozdilnych kombinaci teploty a doby pusobeni
tepelného zahtevu, jez vykazuji rovnocenny uc€inek, omezuje pocet nezddoucich
mikroorganismu a zajist'uje zdravotni nezdvadnost a prodlouZeni trvanlivosti mléka a
kone¢ného mlééného vyrobku. Tepelné oSetfeni mléka neboli pasterizaci zajiStuji
Vv praxi rizné technologické systémy, od nejjednodussich kotlt a vodnich lazni az po
dnes nejpouzivangjsi deskovy pritoény pastér. Tento proces vSak mohou piezit
sporotvorné mikroorganismy a nékteré¢ termorezistentni bakterie. Tepelné oSetfeni
mléka se rozdé€luje na nekolik typli dle kombinace teploty a doby ptisobeni tepelného
zahievu, coz je dano technologii pro vyrobu riznych mléénych vyrobka (tabulka 3;

WWW.eagri.cz).
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Tabulka 3. Typy tepelného osetieni mléka pouzivané v praxi.

Typ tepelného oSetieni mléka Vyrobky Teplota Cas
Dlouhodobé nizks Mlei" pro pfimy 63 °C 30 min
onzum
Setrna pasterizace Syry 72-174°C 20-25s
. . Konzumni mléko, o

Vysoka pasterizace jogurty, tvarohy 84 — 85°C 5s
Smetana Srrvletana, maslo 95 - 96 °C 5s
Termizace Cerstvé syry 65— 68 °C 20-25s
Vysokotepelné osetfeni (UHT) Krabicové mléko 135-155°C 25s
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4. Material a metodika

4.1. Material

Byly odebirany vzorky mléka, trusu a mo¢i na 4 farmach skotu — Bieznice u

Bechyné, Cihovice, Hlavatce a Haklovy Dvory v roce 2014.

4.1.1. Charakteristika sledovanych chovi

Piiblizny pocet chovanych dojnic v chovu Bieznice u Bechyné je 490,
v Haklovych Dvorech 180, v Cihovicich 100 a Hlavatcich 60 kusi dojnic. Viechny
chovy maji skupinové volné ustajeni s lehacimi boxy se slamnénou podestylkou,
kromé zemédélského druzstva Bieznice u Bechyné, kde maji vodni matrace. Zvitata
jsou krmend dvakrat denné¢ krmnou smési. Odklizeni hnoje probiha dvakrat denné
v Haklovych Dvorech a Hlavatcich a pribézné po cely den pomoci robotického
odklize¢e ve Bfeznici u Bechyné a Sipovou lopatou v Cihovicich. Dojnice jsou

dojeny dvakrat denn¢ v poloautomatizovanych dojirnach.

4.1.2. Odbér materialu v chovech skotu
Odbéry mléka a trusu byly provadény vzdy 2 — 5 dni po sobé jdoucich. Vzorky
mléka byly ziskany z prvnich odstfiki jesté pted tim, nez bylo nasazeno dojici
zafizeni, a to jak pfi ranim, tak vecernim dojeni. Vzorky trusu byly odebirany pfii
defekaci zvifete nebo odbérem z rekta. Vzorek moci byl zachycen pii moceni zvifete.
Pro diagnostiku bylo odebirano 50 ml mléka, 50 ml moci a 3 g trusu. Material byl
ulozen do plastovych sterilnich odbérovych kelimkt, nasledné oznacen a skladovan

pti 4 °C do doby nez byl vysetien.

4.1.3. Spory mikrosporidii pro experiment
Pro experiment byly pouzity spory mikrosporidii druhu Encephalitozoon cuniculi
kmene ECIIL, které byly izolovany z mysi domaci (Mus musculus). Spéry byly
izolovany a vycistény z buné€k centrifugaci pti 1 100 g po dobu 30 minut. Nasledné

byly ttikrat promyty ve sterilizované destilované vod¢ a pouZity.

4.1.4. Experimentalni zviFata
Pro testovani infektivity a viability spor po oSetfeni riznymi typy pasterizace
(tabulka 4) byly pouzity 8-tydenni SCID mysi (Vlastni chovy - Parazitologicky

ustav, Biologické centrum Akademie véd, v.v.i.).
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Tabulka 4. Typy pouzitych pasteriza¢nich metod v této praci.

Typ pasterizace Teplota  Cas
Dlouhodobé nizka 63,0 °C 30 min

Setrna 712°C 15s
Vysoka 850°C 5s
Smetana 95,0°C 5s
Termizace 67,0°C 255

4.2. Metody

4.2.1. lzolace DNA

Izolace DNA z trusu, moc¢i i mléka byla provadéna pomoci komeréniho kitu PSP

Spin Stool DNA Kit (Invitek).

Postup:

1.

Do mikrozkumavek (Safe Lock Tube, 2,5 ml) bylo vloZzeno 200 mg trusu
nebo sedimentu mléka popiipadé sedimentu moci, sklenéné kulicky o
praméru 0,5 mm a piidano 0,8 — 1,2 ml Lysis Buffer P.

Dale bylo provedeno rozbijeni bunék pomoci homogenizatoru (Fast Prep 24
Instrument, MP Bio) 1 minutu pii rychlosti 5,5 m/s.

Vsechny vzorky byly inkubovany v termobloku 10 minut pfi teploté 95 °C a
pravidelné béhem inkubace protiepavany.

Poté byly centrifugovany 1 minutu pti 11 000 g.

Veskery supernatant byl pienesen do InviAdsorb zkumavek, 15 s vortexovan
a inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teploté, nasledné byl centrifugovan 3
minuty pii 13 400 g.

Supernatant byl piepipetovan do ¢istych 1,5 ml mikrozkumavek a znovu
centrifugovan 3 minuty pti 13 400 g.

Do ¢istych 1,5 ml zkumavek bylo napipetovano 25 ul Proteinase K a pfidano
400 ul supernatantu, obsah zkumavek byl kratce zvortexovan a inkubovan
Vv termobloku 10 minut pti 70 °C.

Do mikrozkumavky bylo piipipetovano 400 pl Binding Buffer P a
ZVortexovano.

Veskery objem byl pienesen na kolony se sbérnymi mikrozkumavkami a
inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teploté. Centrifugovan 1 minutu pii 11

000 g.
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10.

11.

12.

13.

Odpad ze sbérnych mikrozkumavek byl vylit a na kolonu bylo napipetovano
500 ul Wash I a centrifugovano 1 minutu pii 11 000 g.

Znovu byl vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek a piidano 700 ul Wash
I, centrifugovano 1 minutu pti 11 000 g.

Naposledy byl vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek a centrifugano 4
minuty pii 13 400 g.

Kolona byla dana na C¢istou 1,5 ml mikrozkumavku a na ni bylo
napipetovano 200 pl predehtatého roztoku Elution Buffer D. Inkubovano 3

minuty pii laboratorni teploté a centrifugovano 1 minutu pii 11 000 g.

Izolace DNA z tkani byla provadéna pomoci komeréniho kitu DNeasy Blood &
Tissue Kit.

Postup:

1. Do mikrozkumavky bylo nastfihano 10 mg tkdn¢ a byly pfidané sklenéné
kuli¢ky 0 pramér 0,5 mm.

2. Kobsahu ve zkumavce bylo pfidano180 ul ATL Buffer, zvortexovano.

3. Déle bylo provedeno rozbijeni bun¢k pomoci homogenizatoru (Fast Prep 24
Instrument, MP Bio) po dobu 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s.

4. Mikrozkumavka s obsahem byla centrifugovana 10 sekund pii 6 000 g a bylo
ptidano 20 pl proteinase K.

5. VSe bylo inkubovano 1 hodinu pii 56 °C, béhem inkubace byl obsah
pravidelné protiepavan.

6. Vzorek byl znovu centrifugovan piiblizn¢ 10 sekund pti 6 000 g a bylo
ptipipetovano 200 ul AL Buffer, zvortexovano.

7. Bylo ptipipetovano 200 pl 96 % EtOH, zvortexovano a centrifugovano 10
sekund pii 6 000 g.

8. Veskery supernatant byl piepipetovan na kolonu se sbérnou zkumavkou a
centrifugovan 1 minutu pti 8 000 g.

9. Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a na kolonu bylo napipetovano 500 pl
AW | Buffer, centrifugovano 1 minutu pti 8 000 g.

10. Znovu byl vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek a ptidano 500 ul AW II

Buffer, centrifugovano 1 minutu p#i 13 400 g.
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11. Sbérné zkumavky byly nahrazeny novymi mikrozkumavkami a pfimo na
kolonu bylo napipetovano 200 pl AE Buffer. Inkubovano 1 minutu pfi

laboratorni teploté a centrifugovano 1 minutu pii 8 000 g.
Vyizolovana DNA byla skladovéna pti — 20 °C.

4.2.2. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Detekce pritomnosti specifické DNA mikrosporidii rodu Encephalitozoon byla
provedana pomoci nested PCR amplifikujici ITS ribozomalni podjednotky
(Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996). Celkovy objem reakénich smési byl pro
primarni i sekundarni PCR reakci 25 pl. Ke kazdé sadé vySetfovanych vzorka byla
zafazena pozitivni (vzorek pozitivni na Encephalitozoon hellem) a negativni

kontrola.

Chemikalie:
e Deoxyribonukleosid trifosfaty (200 uM dNTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio,
CR)
e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
e Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio, CR)
e PCR H,0 (Top-Bio, CR)
e MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)
e Bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)
e Primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

Sekvence pouzitych pimerii:

Primarni PCR
e INT580F: 5'- TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT - 3’
e INT580R:5'-TTT CACTCG CCGCTACTC AG -3’

Sekundarni PCR

e MSP-3: 5'- GGA ATT CAC ACC GCC CGT C (A,G) (C,T)TAT - 3’
e MSP-4A: 5- CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T) (AC) A A (AG) G
GGT -3’
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DNA byla amplifikovdna v termocykleru (Bioer, Krd). Pocate¢ni denaturace

trvala 3 minuty pti 95 °C. Po té se opakovalo 35 cykll, slozenych z

1. Denaturace pii 95 °C, 45 sekund.
2. Nasedani primert pii 55 °C, 45 sekund.
3. Syntaza nového fetézce pii 72 °C, 60 sekund.

Finalni dosyntetizovani nového fetézce pii 72 °C, 10 minut. Pro amplifikaci

sekundarni PCR produktu byly pouzity 2 ul priméarniho PCR produktu (tabulka 5).

Tabulka 5. Reakéni smés pro PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu.

Primarni reakce Sekundarni reakce

HO e 14,87 ul HO - 16,87 pl
MgCl, 3mM 2,5 ul MgCl, 3mM 2,5l
10x buffer =~ ---------- 1,5 pl 10x buffer =~ ---------- 1,5 pl
dNTP 200 nM 0,5 ul dNTP 200 nM 0,5 ul
forward 200 mM 0,5 ul Forward 200 mM 0,5 ul
Reverse 200 mM 0,5 ul Reverse 200 mM 0,5 ul
BSA 10 mg/ml Tul e e e
Taq 1U/ 0,63 pl Taq 1U 0,63 pl
DNA - PCR -

3,00 pl produkt 2,00 pl
CELKEM  ---------- 2500 ul  CELKEM  ---------- 25,00 ul

4.2.3. Gelova elektroforéza
Kone¢ny PCR produkt byl detekovan na 1 % agarézovém gelu s pfidavkem
ethidium-bromidu a vizualizovan pomoci UV zafeni (vlnova délka 302 nm)
transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA) a zdokumentovan (High Performance UV

Transilluinator, Biotech, CR).

Chemikalie:

1. 50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5
M EDTA pH 8,00).

2. Agardza (Serva Electrophoresis, Germeny)

3. Ethidium-bromid (10 mg.mI™; Sigma-Aldrich, CR)

4. 100 bp DNA Ladder (10 mg.mI™; Sigma-Aldrich, USA)
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Postup:

1.

V prvnim kroku byla smichana agar6za s 1x TAE pufrem (80 ml TAE pufru
+ 0,8 g agarozy).

Agardza byla rozpusténa v mikroviné troubé a nasledné zchlazena pod
tekouci vodou pfiblizné na teplotu 50 °C.

Bylo ptidano 2 ul ethidium-bromidu a promichano.

Gel byl nalit do pfedem piipravené formy, nasledné vlozeny hiebeny (dle
poctu vzorkll) a nechano ztuhnout cca 20 minut.

Po ztuhnuti byly vyjmuty hiebeny a gel byl vlozen do elektroforetické vany
naplnéné TAE pufrem.

Do prvni jamky bylo napipetovano 10 pl 100 bp Ladder a do dalSich veskery
produkt sekundarni PCR.

Elektroforéza byla spusténa (napéti bylo nastaveno 90 V na dobu, ktera je
potiebna pro separaci fragmentti DNA).

K vizualizaci DNA fragmenti byl pouzit UV transiluminator.

4.2.4. Sekvenovani a genotypizace

PCR produkty byly pitimo sekvenovany pomoci sekundarnich primert

v komerénich laboratofich za pouziti sekvena¢niho kitu BigDye Terminator v 3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Ziskané nukleotidové sekvence byly

analyzovany v Chromas Pro 1.7.5. a porovnany s referenénimi sekvencemi

ulozenymi v GenBank.

4.3. Ovéreni ucinnosti riznych metod tepelného oSetieni mléka na

viabilitu a infektivitu Encephalitozoon cuniculi genotype |1

4.3.1. Priprava infek¢éni davky

Neptitomnost mikrosporidii v syrovém kravském mléce byla ovéfena pomoci

PCR metod. Do 200 pl ové&feného mléka bylo pridano 107 infek&nich spor E.

cuniculi. Jednotlivé vzorky mléka byly tepelné oSetieny v termocykleru, kde byl

nastaven potiebny Cas a teplota podle druhu pasterizace (tabulka 4).

22



4.3.2. Design experimentu

Vzdy tii 8 tydnu staré SCID mysi byly peroralné inokulovany davkou mléka se
sporami po tepelném oSetieni (tabulka 4). Jako negativni kontrola byly pouzity tfi
SCID mysi, které byly inokulovany davkou 200 pl mléka prostého mikrosporidii.
Jako pozitivni kontrola byly pouzity SCID mysi, které byly peroralné infikovany
davkou 10" spor E. cuniculi v 200 pl syrového mléka. Kazda my§ byla umisténa
v samostatné chovné nadobg. Zvitata byla chovana v izolatoru (BEM, Znojmo, CR)
s HEPA filtry a ad libitné krmena a napdjena sterilnim krmenim a vodou.
Podestylany byly strerilni podestylkou. Experimentalni mysi byly usmrceny po 3
tydnech po inokulaci. Pro ovéfeni pfitomnosti E. cuniculi v téle byly vySetieny
organy: ledviny, jatra, slezina, mozek a byl proveden vyplach peritonea na

ptitomnost specifické DNA pomoci nested PCR.
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5. Vysledky

5.1. Prevalence mikrosporidii rodu Encephalitozoon u skotu
Béhem sledovéani vroce 2014 bylo vySetfeno celkem 367 vzorkil trusu, 105

vzorkti mléka a 23 vzorki moci od od 147 dojnic (tabulka 6).

Tabulka 4. Prevalence Encephalitozon cuniculi ve vysetfovanych dojnicich a

vzorcich.
Chov Pocet dojnic/ Podet vySetirenych vzorki / pozitivni
pozitivni Trus Miléko Mo¢
Bfeznice u Bechyné 98/1 233/5 45/3 23/0
Haklovy Dvory 12/0 60/0 60/0 0/0
Cihovice 21/0 4210 0/0 0/0
Hlavatce 16/0 32/0 0/0 0/0
CELKEM 147 367/5 105/3 23/0

Ze vsech testovanych dojnic bylo E. cuniculi detekovano pouze u jedné dojnice
zchovu Bfeznice u Bechyné. Spory mikrosporidie byly opakované nalezeny v

odebraném vzoku mléka i trusu.

U sledované dojnice byly vzorky mléka odebirany po dobu 20 dni. Parazit byl
nalezen 1., 2., 6., 8., a 10. den od prvniho nalezu. Od 10. do 20. dne uz vyskyt E.
cuniculi nebyl zachycen. Primérny pocet somatickych bunék v mléce u tohoto
zvitete byl po celou laktaci v normé a nebyly zjistény zZadné ptiznaky zanétu mlécné
zlazy. V obdobi sledovani dojnice (3 — 4 mésic laktace) byl zjistén celkovy pocet
somatickych bun¢k na ml mléka v rozmezi od 69 000 do 97 000. Pouze v 2. mésici
laktace, kdy byl pocet somatickych bun¢k zvyseny (230 000) nad 100 000.
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5.2. Ovéfeni ucinnosti riznych metod tepelného oSetfeni mléka na
viabilitu a infektivitu Encephalitozoon cuniculi genotype I

Z 5 testovanych metod tepelného oSetieni byly 3 ucinné. To znamena, Ze u
infikovanych mysi usmrcenych po 3 tydnech, nebyla nalezena zadna
mikrosporidiova DNA a tento tento typ tepelného oSetfeni byl zcela Gcinny a
devitalizoval spory Encephalitozoon cuniculi v mléce (tabulka 7). Setrna a vysoké
pasterizace nebyla u¢inna. U zvifat inokulovanych davkou E. cuniculi vystavenou
Setrné a vysoké pasterizaci byl parazit nalezen ve vSech vySetfovanych organech.
Zadny z vySetfovanych organti mysi inokulovanych pouze mlékem nebyl pozitivni
na pritomnost specifické DNA E. cuniculi, naopak vSechny organy kontrolni mysi

infikované neoSetfenyni sporami byl pozitivni na pfitomnost parazita.

Tabulka 7. U¢innost metod tepelného oSetfeni mléka na infektivitu

Encephalitozoon cuniculi genotype II.

Typ pasterizace Teplota Cas Infektivita pro SCID mysi
Dlohodobé nizka 63,0 °C 30 min NE

Setrna 71,2 °C 15s ANO

Vysoka 85,0 °C 5s ANO

Smetana 95,0 °C 5s NE

Termizace 67,0 °C 25s NE
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6. Diskuse

Mikrosporidioza je oportunni infekce spojena s celou fadou klinickych ptiznak.
Je fazena jako zoondza, coZ znamena, ze se jednd o onemocnéni pienosné na lidi a
projevuje se zejména u osob s oslabenou imunitou (napi. osoby s HIV infekci, osoby
po transplantaci organt, kteti uzivaji imunosupresiva). Rizikovou skupinou jsou také
star$i osoby nebo cestujici do tropickych oblasti (Moretto et al. 2004). Prvni piipad
piipad mikrosporidiézy u Cloveéka byl popsan roku 1959 (Markell et al. 1999).
Imunitni stav hostitele hraje velikou roli v expresi klinickych ptiznaki v prubéhu
infekce. Tato parazitdoza si ziskala velkou pozornost pii pandemii AIDS, kdy
postiZzeni jedinci trpéli chronickymi prijmy, které byly pfipisovany mikrosporidiim
(Didier 1998). Klinické studie vyuZivajici modernich diagnostickych metod ale
ukazuji, Ze mikrosporidiéza je Cast&j$i nez se diive myslelo (Sak et al. 2011).
Vylucovani mikrosporidiovych spor bylo zjisténo i u zjevné zdravych lidi, kteti
nevykazovali zddné z priznakl (Sak et al. 2011). Zpisob pfenosu na cloveka je
jednak pfi kontaktu s postizenym zvitetem, ale také na vefejnych mistech od dalSich
infikovanych lidi, naptiklad plavecké bazény, vitfivky nebo 1azné. K pfenosu miize
dojit také pohlavnim stykem. Zdrojem infekce muze byt i infikovany bodavy hmyz.
Nemalym rizikem je také infekce z infikované vody a potravy (lzquierdo et al. 2011).
Identifikace mikrosporidii ve vodnich zdrojich vedlo k jejich zatfazeni do National
Institutes of Health (NIH, www.niaid.nih.gov) a institutu pro ochranu Zivotniho
prostifedi (EPA, www.water.epa.gov) (Didier et Weiss 2006). Prevenci je dulezité
dodrzovani zakladnich hygienickych navykt, dostate¢né tepelna uprava potravin
zivoc¢isného piivodu a myti ovoce €i zeleniny pied konzumaci (Didier et al. 2004).
Dle studie Jedrzejewski et al. (2007) byl prokazan vyskyt rodu Encephalitozoon na
cerstvé zelening a ovoci.

Z této studie vyplyva, ze prevalence Encephalitozoon cuniculi u dojného skotu ve
sledovanych chovech je nizka. Ze 147 vySetiovanych dojnic byl tento druh
mikrosporidie nalezen pouze u 1 dojnice (1,47 %). Naopak ve studii Halanové et al.
(1999), byl E. cuniculi na Slovensku detekovan u 20 dojnic z55 (36,4 %)
vySetfovanych.

Kromé& E. cuniculi byl u skotu nalezen jest¢ jeden druh mikrosporidie, a to
Enterocytozoon bieneusi. Tato mikrosporidie byla v Ceské republice nalezena z 240

vysetiovanych kust skotu u 37 (Jurankova et al. 2013) a v Argentiné u 10 telat ze 70
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vySetiovanych (Del Coco et al. 2014). Prestoze byla u této mikrosporidie
zaznamenana i extraintestinalni lokalizace (Didier 1998), je predilekénim mistem
infekce E. bieneusi zazivaci trakt. Je tedy velmi malo pravdépodné, Ze by se spory E.
bieneusi dostaly do mléka a z tohoto diivodu nebyl screenig na tento patogen zafazen
do této prace.

Charakteristickym znakem mikrosporidiovych infekci vyvolanych E. cuniculi je
vyssi frekvence vylucovani spor trusem infikovaného jedince na pocatku infekce.
Naopak v chronické fazy, kdy parazit infikuje vnitini organy hostitele je vylu¢ovani
spor trusem velmi nepravidelné (Kotkova et al. 2013). V této studi byla detekovana
specificka DNA E. cuniculi v trusu zvifat jen v ojedinélych pfipadech, coz by mohlo
naznacovat, ze vySetfované dojnice se mohly nachazet v chronické fazi infekce.
Z téchto duvodu je odebirani vzorkd vice dni po sobé dulezité k odhaleni
mikrosporidii, i kdyz ne 100 % spolehlivé (Kotkova et al. 2013). U jedinci
Sporuchou imunity je zachyceni oocyst snaz§i nez u nakazenych
imunokompetentnich jedinct, jelikoZ k vylucovani spor dochazi ¢astéji (Gool et al.
2004).

Jak bylo feceno, E. cuniculi zptisobuje systémové infekce a té€lem hostitele se Sifi
bud pomoci piimé infekce tkané¢ polovou trubici, nebo je transportovan
prostfednictvim makrofagu (Didier et Weiss 2008). Vzhledem k tomu, Zze makrofagy
tvoii 10 — 78 % vSech somatickych bun¢k v mléce (napiiklad Pilla et al. 2013; Lee et
al. 1980; Rivas et al. 2001; Boutet et al. 2003; tabulka 2), je velmi pravdépodobné, ze
E. cuniculi detekovany v mléce v této studii byl do mlééné Zlazy zanesen pravé
makrofagy.

Diky elektrodenzni proteinové a silné chitinové vrstvé je infekéni spora
mikrosporidii velmi odolna proti neptiznivym podminkam (Didier et al. 2004) jako
je napftiklad dehydratace, vysokd vlhkost, nizké nebo vysoké pH i nizké teploty.
Timto zpisobem jsou schopny odolédvat i nékterym metoddm teplen¢ho oSetteni
mléka. (Lee 2008). Tato prace bezpochyby prokazala, ze Setrna a vysoka pasterizace
mléka, které se pouziva na vyrobu syrii, tvarohd, jogurti a konzumniho mléka je
z hlediska devitalizace Encephalitozoon cuniculi netG¢inna a parazit je schopen
k dalsi infekci v novém hostiteli. Vzhledem k velmi ojedinélému vyskytu E. cuniculi
V testovanych vzorcich mléka je otazkou, jaké nejmensi mnozstvi je potiebé k tomu,
aby u daného jedince propukla infekce. Dle studie Didier et al. (1998) je pouze 100

spor dostateénych pro vyvolani smrtelné infekce u imunodeficitni mysi.
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Tato prace je vubec prvni praci, kterd se touto problematikou zabyva jak
Vv teroretické, tak experimentalni arovni. Na zakladé vysledka této studie lze fici, ze

mléko mize byt potencionalnim zdrojem mikrosporidii pro ¢loveka.
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Zavéry

e Byla zjisténa nizka prevalence Encephalitozoon cuniculi u dojeného skotu.

e Byla prokazana ptitomnost Encephalitozoon cuniculi v mléce i trusu skotu.

e Setrnd a vysoka pasterizace pouZzivana na vyrobu syrd, jogurtl, tvarohd a
konzumniho mléka nedevitalizuje spory Encephalitozoon cuniculi.

e Miéko oSetiené Setrnou a vysokou pasterizaci predstavuje potencionalni zdroj

mikrosporidii pro ¢lovéka.
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