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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt a prevalenci Encephalitozoon cuniculi ve
veprovém mase a vyhodnotit u¢inek fermentace pti vyrobé salamil na infekcnost E.
cuniculi pro imunodeficitni (SCID) a imunokompetentni (BALB/c a C57BL/6) mysi.
Pomoci nested PCR byla detekovand DNA E. cuniculi genotyp Il ve vzorcich masa
dvou porazenych prasat z 50 testovanych jatecnich té€l v mnozstvi od 60 do 250 spor
na 1 g masa. Za experimentalnich podminek, spory E. cuniculi genotyp I1 (3000 spér
v 1 g) zlstavaji zivotaschopné v salamech oSetienych fermentaci pfi teplote 24 °C po
dobu 48 hodin a jsou schopné vyvolat infekci u laboratornich zvifat minimaln¢ dva
tydny po fermentaci Na zdkladé zjisténych vysledkd, by mély byt fermentované

masné vyrobky povazovany za potencialni zdroj infekce E. cuniculi u lidi.

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

vepiove; masné vyrobky; fermentace



Summary

This study describes the prevalence and burden of Encephalitozoon cuniculi in
pork meat and evaluates the effect of fermentation in the production of sausages on
E. cuniculi infectivity for immunedeficient (SCID) and immunocompetent (BALB/c
and C57BL/6) mice. Using a nested polymerase chain reaction approach, 2 of 50
slaughter pigs was found to have E. cuniculi genotype Il in meat in an amount
60-250 spores per 1 g. Under experimental conditions, E. cuniculi genotype Il spores
(3000 spores per 1 g) in meat remained infective for mice following fermentation
treatments at 24 °C for 48 hrs and consumed within two weeks after production.
Based on these findings, fermented meat products should be considered as a potential

source of E. cuniculi infection in humans.

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

meat products, fermentation



Obsah

CHLPIACE ... ettt e b ettt sttt e ae et e e bt et e e see seeesaeesrbeeseemneebeenteens 7
Lo VOO oot e e e 8
2. Literarni prehled..........cocooviiiiiiiiiiiie e e 9
2.1 Taxonomie MIKroSPOridii............ccccoeriiiiiiniiinini e 9
2.2 MIKrosporidie SAVEU ........ccccoceeieeriirieniirieeiese ettt e 9
2.3 Zdrof infeKee .........cooeiiiiiiiiiiii 9
2.4 Pribéh infeKee.........coooooiiiiiiiiiiiiiiee e 9
2.5 Terapie a PrevVeICe .........cccoviiiiiiiiiiiiie e 10
2.6  Faktory ovliviiujici Zivotaschopnost a infektivitu spor mikrosporidii............. 11
2.7  Zpracovani fermentovanych masnych vyrobKu..........cccccoceeviniininiineneniennnnn 11

3. Material a metodika............ccccooviiiiiiiiiiii e 13
3.1 MALEIIAL........ooeiiiiiii e 13
3.1.1 VZOrKY MASA ......coiiiiiiiiiiiie ettt 13
3.1.2 Spéry mikrosporidii pro experiment................ccccceceninieeninennene e 13
3.1.3 Experimentalni ZviFata...........cccocoviniiiiiiicciie e 13
3.14 PHPrava salamul ...........ccoooiiiiiiiininicccree e 13
3.1.5 Design eXperimentu...........ccocvriiiniiiiiiiiiniicie e 14

3.2 MELOAY ..ottt et sttt st s bt et s e re e 14
3.21 Izolace DNA Z tKANE...........cooiiiiieiiicieeeceee e e 14
3.2.2 Polymerazova ieté€zova reakce (PCR)..........ccocceiviiiiiininiciinieeeeeeeeee 15
3.2.3 Gelova eleKtroforéza ..............cooveeiiniiniininiicinec e 16
324 Sekvenovani a genotyPizace ............cccceeveeieeniiiiinicnieeeeee e 17
3.2.5 Kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR) ..........cccocceeiiiiiiniiiieeeneeeee 17

B, VYSIEAKY ..ot ettt st st sttt s se et e s et e 19
S0 DISKUSE ... e e e e 21
0. ZLAVEL ... e et s h et e b e 24
7. Prehled pouZité literatury a Zdrojll ............cccovevirrieniininieneeee e 25



Cil prace

Nashromazdit vzorky masa z riznych ¢asti jateCnich tél prasat z riznych chovi
na jatkach v Ceské republice a pomoci molekulérnich analyz vyhodnotit

prevalenci mikrosporidii rodu Encephalitozoon a uréit jejich druh a genotyp.

Experimentalné ovértit, zda jsou spory E. cuniculi genotyp Il infekce schopné po

vystaveni fermenta¢nim procestim.

Vyhodnotit ziskana data a posoudit potencialni rizika infekei pro spotiebitele pti

konzumaci fermentovanych masnych vyrobkii.



1. Uvod

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni sporulujici paraziti, jejichz hostitelé
zahmuji riznoroda zvitata a jednu skupinu protisti (Ardila-Garcia et Fast 2012).
Zpisobuji oportunni infekce, které vedou k zavaznym chorobam. U osob s poruchou
imunitniho systému mohou zapficinit i smrt. Tyto patogeny jsou castéji hlaSeny jako
puvodci latentni infekce u imunokompetentnich jedincti (Kotkova et al. 2013).

Zivotni cyklus se zna¢né li§i u riznych druht, ale pro viechny druhy je spole¢na
extracelularni a intracelularni faze. Infekénim stadiem je spoéra vyznacujici se
pfitomnosti injek¢ni struktury zndmé jako polarni trubice (Ardila-Garcia et Fast
2012). Sporoplasma je v podobé miniaturni buiiky injikovana pfimo do cytoplasmy
bunky hostitele. Nasledn¢ mikrosporidie prochazi dvéma vyvojovymi fazemi,
merogonii a sporogonii. Merogonialni buiikky nemaji klasické mitochondrie, ale maji
mitosomy, drobné, dvéma membranami obalené vacky, které jsou pozlstatky
mitochondrii. Ribosomy piipominaji velikosti podjednotek prokaryotické ribosomy.
Golgiho aparat je velmi primitivniho typu (Volf et Hordk 2007). Vzniklé spory se
uvolnuji do prostfedi z infikovaného hostitele, jsou vsSudypfitomné (Kotler et
Orenstein 1998) a vysoce odolné diky proteinové a chitinové vrstvé v bunécné stén¢
(Mo et Drancourt 2004).

Mikrosporidie zahrnuji druhy s ekonomickym a klinickym vyznamem. Infekce
zplisobené témito parazity zpasobuji znacné ekonomické ztraty v rybafstvi,
vcelafstvi a hedvabnickém primyslu (Didier et al. 1998).

Pro mikrosporidie rodu Encephalitozoon je typické mnozeni v parazitoforni
vakuole (Franzen et Miiller 2001). Nejrozsifengj$im druhem tohoto rodu je
Encephalitozoon cuniculi, ktery ma nizkou hostitelskou specifitu a infikuje celou
fadu obratlovet, véetné ¢loveéka (Didier et al. 1995).

Vzhledem k $iteni E. cuniculi do celého hostitele (Kotkova et al. 2013), mlze
syrové nebo nedostatecné tepelné upravené maso predstavovat zdroj infekce pro
konzumenta, a to jak pro ¢loveka, tak predatora. Tato prace by méla odpoveédét na
zakladni otazky, zda je E. cuniculi pfitomna v mase jatecné opracovanych tél prasat a
jestli maso, respektive fermentované vyrobky z néj vyrobené mohou byt zdrojem

infekce pro Clovéka.



2. Literarni prehled

2.1 Taxonomie mikrosporidii

Mikrosporidie patfi do kmene Microsporidia, tfidy Microsporea a fadu
Microsporida (Vivarés et al. 2002). Pivodné byly fazeny mezi prvoky (Protozoa) a
dokonce byly po uréity cas povazovany za jedny znejstarSich organismu.
Molekularné-fylogenetické studie vSak ukazaly, ze mikrosporidie nalezeji do fise
hub (Fungi), nebo jsou s nimi v uzkém piibuzenském vztahu (Volf et Horak 2007).
Dnes zname kolem 2 000 druhti mikrosporidii, fazenych asi do 200 roda (Vavra

2017).

2.2 Mikrosporidie savci

Druhy infikujici savce jsou relativné malé a ovalného tvaru. V priméru méfi
2-7 um x 1,5-5 um. Infekce se pienasi zejména fekalné-oralni nebo urino-oralni
cestou, ackoliv vertikalni pfenos u savci je mozny. Hostitelské bunky jsou
infikovany procesem kli¢ivosti, v némz spory protlacuji svij obsah skrze naruby
obracejici se a odvijejici se polarni trubici do hostitelské bunky. Polarni trubice je
jedine¢nd pro mikrosporidie. S nékolika vyjimkami je mikrosporidioza u
imunokompetentnich jedincti chronickd a subklinickd. U mladych savct
infikovanych mikrosporidiemi se vSak vyvijeji zavazna a nékdy smrtelna
onemocnéni ledvin. U imunodeficitnich jedinct (naptiklad laboratorni SCID mysi)

se rozviji ascites a nasledné umiraji na mikrosporidiézu (Didier et al. 1998).

2.3 Zdroj infekce

Mikrosporidiové spéry mohou byt do prostiedi uvolnény moci, stolici nebo
dychacimi sekrety. Zdrojem infekce jsou osoby mnebo zvifata nakazena
mikrosporidiemi, kterda vyluCuji spory. Spoéry mikrosporidii byly zjistény i v
povrchovych vodach, ptidé a potravinach, kde ziistavaji po dlouhou dobu infekéni
(Kotkova et al. 2013). Potencidlnim zdrojem mikrosporidii pro ¢lovéka miize byt

také pasterované mléko (Kvac et al. 2016, Tomanova 2015).

2.4 Pribéh infekce
Mikrosporidioza ma velmi variabilni pribéh a projevuje se Sirokou Skalou
priznakd v zavislosti na hostiteli, druhu a genotypu mikrosporidie. Infekce zacina

proniknutim spory do organismu. Nejcastéjsi zplsob je poZziti a vdechnuti infekéni



spory, méné Casta je infekce pfes porusenou kiizi nebo pies oko. Tento zplsob
pfenosu infekce oznacujeme jako horizontalni. Vertikalni pfenos byl zaznamenan
hlavné u hmyzu, ale i hlodavcu, kralikd, masozravct, koni a primati vyjma lidi
(Baneux et Pognam 2003, Didier et al. 1998, Snowden et al. 1998, Snowden et
Shadduck 1999, van Rensburg et al. 1991). Mikrosporidiéza mtize byt akutni nebo
chronicka, postihujici jeden ¢i vice typil tkani. Vyvolava mirné az smrtelné ptiznaky,
dokonce i zménu pohlavi hostitele (Ardila-Garcia et Fast 2012).

Primarnimi misty infekce jsou nejcastéji epitelové bunky gastrointestindlniho a
respiracniho traktu. Napftiklad Enterocytozoon bieneusi setrvava predevsim v tenkém
sttevé a jeho spory jsou vylucovany stolici. Muze ale také zapfiCinit infekci
zluCovych cest. Mimo enterocyty tenkého stfeva mohou migrovat druhy rodu
Encephalitozoon, které se pomoci infikovanych makrofagi §ifi do celého organismu
hostitele, kde zptisobuji diseminovanou infekci. Sekundarné mikrosporidie zptisobuji
jaterni, ledvinovou a respiracni infekci, také mohou infikovat mozek ¢i nosni dutiny
(Didier et al. 1998).

Klinické ptiznaky mikrosporididozy se objevuji predevSim u imunodeficitnich
jedinci, naptiklad u pacienttl s AIDS, ktefi maji hladinu CD4 + T-lymfocytd pod
100 bunék v pl krve (Sak et al. 2011). Nejcastéj$im klinickym projevem je chronicky
prijem vedouci k malabsorbci zivin, ktery miize byt spojeny s horeckou, ubytkem

hmotnosti, chfadnutim a ¢asto mtze koncit smrti jedince (Kotler et Orenstein 1998).

2.5 Terapie a prevence

Mikrosporidiozu lze 1écit perordlnim podanim albendazolu nebo jinych
benzimidazolovych preparati. Albendazol, podavany 2-3 krat denné¢ po dobu
jednoho meésice by mél zarucit lécbu stfevni a diseminované infekce zplsobené
E. intestinalis a E. cuniculi. Stejné davkovani snizuje klinické pfiznaky stfevni
infekce E. bieneusi, ale infekci zcela neeliminuje (Markell et al. 1999). Kotkova et
al. (2013), prokazali, ze pti 1écbé albendazolem k uplnému vymizeni E. cuniculi z
organismu SCID a BALB/c mysich nedochazi. U imunodeficitnich SCID mysich
doslo pouze k docasnému snizeni pocCtu zasazenych organd. Ackoliv u
imunokompetentnich BALB/c mysi po 1écbé 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 jedincii a

vyckavat, zda jedinec nebude postizen narusenou imunitou (Tomanova 2015).
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2.6 Faktory ovliviiujici Zivotaschopnost a infektivitu spér mikrosporidii

Spora mikrosporidie je velmi odolna a pii vhodnych podminkach snadno
preziva ve vnéjSim prostiedi. Sténu spory tvoti chitin, ktery poskytuje ochranu pred
vlivy vngjsiho prostiedi. Zivotaschopnost spor ovlivituji t¥i hlavni faktory: ¢as, pH a
teplota.

Mikrosporidie se vyznacuji Sirokym hostitelskym spektrem (suchozemské i
vodni) vyzadujici odlisSné podminky pro aktivaci a vypousténi spor. Podminky
zahrnuji inkubaci v alkalickém nebo kyselém prostiedi, posun z kyselého do
alkalického pH nebo z alkalického do neutralniho pH (Undeen et Avery 1984;
Undeen et Epsky 1990). Spory E. cuniculi prezivaji 24 hodinovou inkubaci pii pH 4
a pH 9 (Shadduck et Polley 1978).

Za experimentalnich podminek spory E. cuniculi zastaly infekéni po inkubaci po
dobu 16 dni pii 22 °C a po 98 dnech pii 4 °C. Infek¢nost neztratily ani spory, které
byly vysuseny a nasledné uchovavany pfi teploté 22 °C a relativni vlhkosti 0 — 2 %
po dobu 28 dni (Waller 1979). Uskladnéni v destilované vodé nebo zmrazeni

nezpusobuje 100 % devitalizaci spory E. cuniculi (Shadduck et Polley 1978).

2.7 Zpracovani fermentovanych masnych vyrobki

Fermentované masné vyrobky nejsou na rozdil od ostatnich masnych vyrobkt
podrobeny tepelnému zakroku, a proto si uchovavaji typickou chut’ (Pipek 1994). Do
fermentovanych masnych vyrobkii fadime syrové Sunky (napf. parmska Sunka),
trvanlivé fermentované salamy (napf. PoliCan, Paprikas), krajitelné fermentované
salamy (napt. Herkules, Lovecky salam) a roztiratelné fermentované salamy (napf.
cajovy salam).

Zpracovani fermentovanych masnych vyrobkd zac¢ind mélnénim suroviny.
Surovina je tésné pfed mélnénim zmraZena, aby se dosahlo hladkych a ostrych fez.
Meélnéni je provadéno pomoci kutru a postupné se pridava dusitanova solici smés,
sacharidy, kofeni a startovaci kultura. Pii teploté -1 °C se dilo narazi do pfirodnich
nebo do umélych (klihovkovych) stiev. Obaly musi byt propustné pro vodni paru
(vysuSovani) a plyny (kout). Pii suseni obal dokonale obepina salam. Narazené
salamy se zaveéSuji na udirenské voziky do klimatizovanych prostor, kde za
regulovanych podminek probihd jejich zrani. Proces fermentace ovliviiuji podminky
v komorach, tj. teplota vzduchu, relativni vlhkost vzduchu a rychlost proudéni

vzduchu. Fermentace nastupuje po zvyseni teploty a relativni vlhkosti. Prvni fazi je
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vyrovnavaci faze, kdy se vyrovnava teplota produktu s teplotou v komote. Tato faze
trva 1-6 hodin dle mnozstvi a priméru fermentovanych vyrobkd. Po vyrovnani
teploty vyrobkl s okolni teplotou komory je teplota nastavena na 22-24 °C pfi
relativni vlhkosti 92-93 %. Nastavena teplota a vlhkost zajiStuje rozvoj bakterii
mlécného kvaseni, které vyvolavaji proces fermentace (Kamenik 2012).

V Ceské republice se udi pomoci studeného koute o teploté do 25 °C, tim se
vyrobky aromatizuji a vybarvuji. Kouf zpeviiuje obal vyrobkt, zabraiuje ristu plisni
a mikroorganismi na povrchu a také ma antioxida¢ni ucinky. Do komor je kouf
privadén v pravidelnych intervalech po dobu az 8 dnt (Ingr 2003).

Pied vlastnim zpracovanim masa se nékdy provadi tzv. odldkovani. Maso se
zbavi prebyte¢né vody tim, ze se zavési do sit€ a poté se lisuje nebo se predsusi.
K tpravam masa by mélo patfit i odstranéni Slach vcetné pojivové tkané. K tomu lze

vyuzit bubnovy separator (Pipek 1994).
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3. Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Vzorky masa
Padesat smésnych vzorkGi masa jateCnich prasat zahrnujicich tii vzorky
z kazdého zvifete (plec, kyta a pupek) bylo umisténo do sterilnich 50 ml zkumavek a

skladovano pti 4 °C az do molekularni detekce mikrosporidii.

3.1.2 Spoéry mikrosporidii pro experiment
Pro experimentdlni ucely byly pouzity spéry mikrosporidie druhu
Encephalitozoon cuniculi genotyp II, které byly ziskany z pfirozené infikované
odchycené¢ mySi domaci (Mus musculus) (Koudela et al. 1994) a nasledné
kultivovany v bunééné kultufe VERO E6 v RPMI — 1640 médiu (Biotech, Ceska
republika) obohaceném 2,5 % bovinnim fetdlnim sérem (Biotech), antibiotiky a
antimykotiky (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Spory byly izolovany a
vyCistény z bun€k centrifugaci pti 1100 g po dobu 30 minut. Nésledné byly tiikrat
promyty ve sterilizované destilované vod¢ a pouzity.
3.1.3 Experimentalni zviiFata
Dvacet imunokompetentnich BALB/c mysi bylo pouzito k vyrobé
fermentovaného salamu. K infekénimu pokusu byly pouzity skupiny 8 — tydennich
mysi s vaznou kombinovanou deficienci (SCID) a imunokompetentnich BALB/c a
C57Bl/6 mysi (vzdy 3 zvifata ve skupin€). Vsechny mySi byly chovany
v plastikovych chovnych nadobach v IVC jednotce Touch SlimPlus — Blue Line
(Tecniplast, Italie) s podestylku Lignocel select Fine (JRS GmbH & Co. KG,
Némecko). Mysi byly napajeny sterilizovanou vodou a peletovanym krmivem
(Altromin 1314 IRR, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Némecko) ad

libitum.

3.1.4 Priprava salamu
Dvacet imunokompetentnich BALB/c mysi bylo infikovano jicni sondou
davkou 107 spér E. cuniculi genotyp II ve 200 pl destilované vody. V akutni fazi
infekce (35 dni po infekci; Kotkova et al. 2013) byly mysi usmrceny zlomenim vazu,
vykrveny, dekapitovany, stazeny a vyvrzeny. Vzorky jater z jednotlivych zvitat byly
pouzity k pritkkazu probihajici infekce pomoci PCR (viz 4.2.2). T¢la byla vyvésSena

pti 4 °C po dobu 24 hodin, nasledné rozméInéna sekackem a do smési byly ptidany
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fermentacni bakterie (Pro Starters 21; Progast, Czech Republic) v mnozstvi 0,2

2/1000 g smési, kotenti, stl (1,5 %) a smés byla naplnéna do umélych stiivek. Salamy

byly inkubovany 48 hodin pfi teploté 24 °C a poté uchovavany v chladnicce pii 4 °C.
3.1.5 Design experimentu

Tii mysi kazdého kmene byly jednotlivé nakrmeny pies noc 1 g salamu za
soucasné¢ho odejmuti granulované¢ho krmiva, a to ihned po fermentaci, jeden nebo
dva tydny po fermentaci. Skupiny zvifat inokulovanych peroralné destilovanou
vodou nebo 107 spor E. cuniculi genotyp II v destilované vodé byly pouzity jako
negativni a pozitivni kontroly.

Z divodu maximalizace UspéSnosti zachytu ptipadné probihajici infekce byly
mysi utraceny v akutni fazi infekce podle vysledkt Kotkové et al. (2013) a Saka et
al. (2017a); SCID mysi 21 dni po infekci (DPI), C57BL/6 mysi 28 DPI a BALB/c
mysi 35 DPI. Sterilni vzorky sleziny, jater a ledviny byly ziskdny béhem pitvy a

pouzity pro molekularni detekci pfitomnosti mikrosporidiové DNA v tkani.

3.2 Metody
3.2.1 Izolace DNA z tkané
S pomoci komercniho kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden,

Némecko) byla provedena izolace DNA z tkané¢.
Postup izolovani:

e Do oznacené mikrozkumavky nastiihat ptfiblizn¢ 10 mg tkan¢ a ptidat sklenéné
kulicky (0,2 a 0,5 mm).

e Pripipetovat 200 ul ATL Buffer a vortexovat.

e Rozbit vzorek v beadbeateru (FastPrep-24 Instrument; MP Biomedicals,
Santa Ana, CA) pii rychlosti 5 m/s po dobu 1 minuty.

e Centrifugovat 10 sekund pfi 12 000 g.

e Pridat 20 pl proteinasy K.

e Inkubovat 1 hodinu pfi 56 °C. Béhem inkubace vzorek pravidelné
homogenizovat.

e Centrifugovat 10 sekund pii 12 000 g.

e Pridat 200 pl AL Buffer.

e Vortexovat.
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e Pridat 200 pl 96 % EtOH.

e Vortexovat.

e Centrifugovat 45 sekund pti 12 000 g.

e Veskery supernatant prepipetovat na Mini spin column a centrifugovat 3 minuty
pti 12 000 g.

e QOdstranit odpad ze sbérné zkumavky.

e Pripipetovat 500 ul AW1 Buffer na Mini spin column a centrifugovat 3 minuty
pti 12 000 g.

e QOdstranit odpad ze sbérné zkumavky.

e Pridat 500 pl AW2 Buffer na Mini spin column a centrifugat 1 minutu pfi
12 000 g.

e Odstranit odpad ze sbérné zkumavky a znovu se centrifugovat 1 minutu pfi
12 000 g.

e Nahradit sbérnou zkumavka za novou oznacenou mikrozkumavkou (1,5 ml
microcentrifuge tube). Piimo na membranu kolony napipetovat 200 ul AE
Buffer.

e Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu pti 10 000 g.

e Vyizolovanou DNA skladovat pii -20 °C.

3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Specificka DNA Encephalitozoon spp. byla v testovanych vzorcich detekovana
pomoci nested PCR amplifikujici ITS ribosomalni podjednotky rRNA dle diive
popsanych metodik (De Bosscuere et al. 2007, Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996).
Celkovy objem reakénich smési byl pro primarni i sekundarni PCR reakci 20 pl.
Primarni PCR obsahovala 2 pl templatové DNA, 10 pl 2x AmpONETM HS-Tag
premix (GeneAll Biotechnology Co. Ltd, Korea), 200 nM kazdého primeru a
molekularni vodu do celkového objemu 20 pl. Sekundarni reakce byla shodna s
primarni, krom¢ pouziti 2 pl primarni PCR jako templatové DNA. Reakéni
podminky v termocycleru byly nastaveny nasledovné: pocatecni denaturace 95 °C / 3
minuty, 35 cykld zahrnujici denaturaci 95 °C / 45 sekund; hybridizaci 55 °C / 45

sekund a syntézu 72 °C / 60 sekund. Zavérecna syntéza 72 °C / 10 minut. Kazda
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PCR obsahovala pozitivni (DNA E. cuniculi genotyp IIl) a negativni (molekularni

voda) kontrolu.

Sekvence pouzitych primeri:
Primarni PCR
o INTS580F: 5' - TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’

e INTS80R: 5" - TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG - 3’

Sekundarni PCR
e MSP3: 5'- GGA ATT CAC ACC GCC CGT C (A,G) (C,T)TAT -3’

e MSP4A: 5'- CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT - 3'

3.2.3 Gelova elektroforéza
Sekundarni PCR produkty by vizualizovdny na 1 % agar6zovém gelu s
prfidavkem ethidium-bromidu pomoci UV zafeni (vinova délka 302 nm)

transiluminatorem a zdokumentovany.
Chemikalie

e Agardza (Serva Electrophoresis, Némecko)

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

e Ethidium bromid 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, USA)

e Velikostni marker - 100 bp DNA Ladder (Sigma-Aldrich, USA)

Postup:

e Smichat odpovidajici mnozstvi agar6zy s I1x TAE pufrem (napf. 0,8 g
agarozy a 80 ml TAE pufru)

e Smés rozpustit v mikrovinné troubé a nasledné zchladit pod tekouci vodou
na teplotu pfiblizné 60 °C.

e Do zchlazené smési ptidat 1 pl ethidium-bromidu a jemné zhomogenizovat.

o Gel vlit do formy s vloZzenym hiebenem a nechat tuhnout zhruba 30 minut.

e Po ztuhnuti gelu vyjmout hieben a gel vlozit do elektroforetické vany.
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o Zalit gel TAE pufrem tak, aby byl cely gel ponoteny.

e Do prvni jamky v gelu nanést 10 pl velikostniho markeru a do dalSich jamek
napipetovat sekundarni PCR produkty.

e Vyvijet gel pii napéti 80-120 V po dobu cca 30 minut (az do rozseparovani
produkti).

o K vizualizaci DNA fragmentid pouzit UV transiluminator.

3.2.4 Sekvenovani a genotypizace
Sekvenovani PCR produktti bylo provadéno pomoci sekundarnich primert
v komercnich laboratofich za pouziti sekvenacniho 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 referencnimi sekvencemi

ulozenymi v GenBank.

3.2.5 Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR)

Mnozstvi spor Encephalitozoon cuniculi v jednotlivych organech mysi bylo
kvantifikovano pomoci kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) za pouziti
specifickych primertt amplifikujicich ¢ast genu kodujictho malou ribozomalni
podjednotku Encephalitozoon spp. a specifické TagMan proby (268 bp; Wolk et al.
2002). K sestrojeni kalibra¢ni kfivky byla pouzita vyizolovana DNA ze vzorki, které
obsahovaly znamy pocet spor (10° az 108). Jednotlivé slozky v reakéni smési jsou
uvedeny v tabulce 1. Reakce probihala na pfistroji Light cycler 480 (Roche).
Monitorovana a vyhodnocena byla pomoci programu Light cycler 480 Software
Release 1.5.0 SP4. Jako gen s konstantni expresi (housekeeping gene, HKG) byl
pouzit gen pro B-aktin mySi (137 bp; Dai et al. 2009).

Amplifikacni program v termocycleru byl nastaven ndsledovné: pocatecni
denaturace 95 °C/3 minuty, 45 cykli zahrnujici denaturaci 95 °C/45 sekund;
hybridizaci 60 °C/10 sekund a syntézu 72 °C/16 sekund. ZavéreCna extenze
probihala pfi 55-85 °C/16 sekund rychlosti 0,2 °C/l1 sekundu. Chlazeni trvalo
30 sekund pii 40 °C (Wolk et al. 2002).

Soucasti kazdé qRT PCR reakce byla negativni kontrola a vzorky o zndmych
koncentracich B-aktinu (2,57.10%) a Encephalitozoon spp. (10°) pouzité jako
standardy. VSechny vzorky byly testovany v duplikatech. Pro dal§i vypocty byla
pouzita CT hodnota (treshold cycle), ktera byla automaticky odecitdna vyse
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uvedenym programem. Ze ziskanych CT hodnot byl vypocitan pocet spor v
analyzovaném vzorku. Pocet spor byl poté piepocitan na 1 g daného organu na

zékladé znamého poctu kopii genu pro B-aktin v 1 g organu (Sak et al. 2017b).

Tabulka 1. Reakéni smés pro qRT PCR

Reagencie Objem
FastStart Universal Probe Master (Roche) 12,5 ul
deionizovana H20 5,0l
forvard primer (10 uM) 1,0 ul
reverse primer (10 pM) 1,0 ul
proba (10 uM) 0,5l
DNA 5,0l
Celkem 25,0 ul

Nukleotidové sekvence primeri a prob:

Encephalitozoon spp. (Wolk et al. 2002)

e forward primer: 5’ - GTC CGT TAT GCC CTG AGA - 3’

e reverse primer: 5' - ACA GCA GCC ATG TTA CGA CT - 3’

e proba: 5'- red 640 - TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC-phosphate-
3

B-aktin (Dai et al. 2009)

e forward primer: 5- AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC - 3’

e reverse primer: 5'- CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT - 3’

e proba: 5'- FAM - CAC TGC CGC ATC CTC TTC CTC CC BHQ1-3'
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4. Vysledky

DNA Encephalitozoon spp. byla detekovana ve vzorcich masa dvou porazenych
prasat z 50 testovanych jateCnich tél. VSechny ziskané sekvence vykazovaly 100 %
shodu mezi sebou i s referencnimi sekvencemi E. cuniculi genotyp Il (GQ422153)
ulozenymi v GenBank. Mnozstvi spor E. cuniculi genotypu Il ve vepfovém mase se
pohybovalo od 60 do 250 spoér na 1 g masa.

Na zaklad¢ testovanych vzorkl jater imunokompetentnich BALB/c mysi
pouzivanych pro ptipravu salamu byla pomoci PCR prokazana piitomnost specifické
DNA E. cuniculi genotyp II ve vS§ech mysich. Pomoci qRT-PCR bylo prokazéano, ze
salam vyrobeny z infikovanych mysi obsahoval 3000 spor E. cuniculi genotyp Il na 1
g salamu. Kontrola pH v produktu po 48 hodinach fermentace prokazala u vSech
salamu spravny prubéh fermentace, vSechny salamy mély pH niZsi nez 5,0.

Experimentalni infekce provadéné v této praci ukazaly, ze spory E. cuniculi
genotyp II ztstaly infekéni az dva tydny po fermentaci salamu. VSechny kmeny mysi
krmené salamy obsahujici spory E. cuniculi vykazovaly v pribéhu predpokladané
akutni faze infekce pfitomnost specifické DNA E. cuniculi genotyp II v tkanich
(obrazek 1). Pouze u jedné BALB/c a po jedné BALB/c a C57BL/6 mysi krmené
salamem jeden, respektive dva tydny po fermentaci nebyla detekovana ptitomnost
specifické DNA E. cuniculi v zadné z testovanych tkani (obrazek 1). U vSech
kontrolnich zvitat per oraln€ inokulovanych stejnou davkou E. cuniculi jako BALB/c
mysi pouzité vyrobu salami byla prokdzana infekce. Nebyl zjistén rozdil mezi
infekci vyvolanou per oralni inokulaci Cistymi spérami E. cuniculi a infekci
zptisobenou pozienim fermentovanych vyrobkll vyrobenych zmasa pfirozené
obsahujiciho E. cuniculi. Sekvence E. cuniculi ziskané z mysi krmenych salamem se

100 % shodovaly s infekéni davkou.
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Obrazek 1. Pritomnost specifické DNA Encephalitozoon cuniculi genotyp Il v orgénech
imunodeficitnich (SCID, 21 dni po infekci) a imunokompetentnich (BALB/c a C57BL/6, 35
dni po infekci) laboratornich mys$i nakrmenych fermentovanym saldmem obsahujicim E.
cuniculi genotyp I v mnozstvi 3000 spor/ 1 g masa. Inokulovana kontrola - mysi infikované
peroralné davkou 107 spér v dH,O; negativni kontrola - mysi inokulované peroralné sterilni
dH>O; cerny cCtverec oznaCuje PCR pozitivni vzorek; prazdny ctverec oznacuje PCR

negativni vzorek.
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5. Diskuse

Nekteré infekce u zvifat, tzv. zoonozy, jako je kampylobakteridza, salmonel6za
a listeri6za, mohou byt prendseny na ¢loveka, zejména kontaminovanym jidlem a v
nekterych piipadech kontaktem se Zivym nebo porazenym zvifetem (Bell et al.
1988).

Prestoze jsou mikrosporidie jako infekéni agens zatazeny podle National
Institutes of Health (NIH, USA) do kategorie B a jejich spory jsou na seznamu
potencialnich kontaminanti Agentury pro ochranu zivotniho prostredi (EPA), jejich
pfenos potravinami je dosud velmi Spatné¢ prostudovan a je velmi malo znamo o
jejich epidemiologii a pfirozenych cestach pienosu.

Mikrosporidie jsou oportunni paraziti zptisobujici celu fadu klinickych ptiznakd,
které mohou byt zaménény s jinymi infekcemi (Moretto et al. 2004). Prvni ptipad
mikrosporidiové infekce zplsobené E. bieneusi u cloveka byl popsan az v roce 1959
(Franzen et Miiller 2011) a do vétSiho povédomi se mikrosporidie, vEéetné druht rodu
Encephalitozoon, dostaly az s nastupem pandemie AIDS. Rozsifeni pouzivani
molekularnich metod v bézné diagnostické praxi a ve védeckych studiich vedlo k
vyrazné podcenénych, u ¢loveéka u riznych populaci zvitat.

V souladu s v nedavné dobé publikovanymi pracemi jsme v této praci prokazali,
7ze mikrosporidie E. cuniculi se v pribéhu patentni periody §ifi do celého téla
hostitele (Kotkova et al. 2013, Wagnerova et al. 2013). Navic jsme prokazali, ze
E. cuniculi mize byt bézné pfitomen i ve svalech infikovanych jedincti. Vzhledem
k tomu, ze maso a vyrobky z néj patii mezi oblibené potraviny po celém svéte,
vyvstava otdzka, zda mohou potravinova zvifata, respektive jejich maso predstavovat
potencialni zdroj infekce pro konzumenta. Pomoci serologickych metod bylo
prokazano, ze specifické protilatky proti E. cuniculi se vyskytuji az u 52 % prasat,
36 % skotu (Halanova et al. 1999), 14 % koni (Goodwin et al. 2006) a 13 % koz
(Cislakova et al. 1992). Pouze 4 % testovanych prasat v této praci bylo PCR
pozitivnich na pfitomnost specifické DNA E. cuniculi, coz odpovidad nalezim E.
cuniculi ve trusu 9 % prasat (Reetz et al. 2009) a 6 % skotu v moci (Abu-Akkada et
al. 2015). Rozdil mezi nizkou prevalenci detekovanou pomoci molekularnich technik
a vysokou zjisténou na zaklad¢ pfitomnosti specifickych protilatek je déana

pretrvavanim protilatek v krvi jedince po jeho vyléceni nebo v prubéhu chronické
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faze, kdy je detekce specifické DNA v trusu a moci s ohledem na intermitentni
vylucovani spor problematicka (Malcekova et al. 2010, Shadduck et Geroulo 1979).

V souladu s predeslymi studiemi, zadné z E. cuniculi pozitivnich prasat v této
praci netrpélo klinickymi ptiznaky mikrosporidiozy (Cislakova et al. 1992, Halanova
et al. 1999, Goodwin et al. 2006, Reetz et al. 2009), jatecné télo bylo bez
makroskopickych zmén a bylo uvolnéno pro lidskou konzumaci.

Fermentace masa je nejstarSi metodou prodlouzeni skladovatelnosti (Gioia
2016). Trvanlivé fermentované masné vyrobky jsou tepelné neopracované vyrobky
urcené k piimé spotiebé, u kterych v pribéhu fermentace doslo k biochemickym
reakcim, které ovliviiuji proces postupné premény dila ve finalni produkt (Kamenik
2012, Vyhlaska ministerstva zemédélstvi ¢. 69/2016 Sb. ve znéni pozdéjSich
predpisi). Bakterie mlécného kvaSeni se uplatiuji jako vyznamnd ptekazka proti
rustu nezadoucich mikroorganismii zejména v prvnich dnech procesu vyroby
(Kamenik 2012). Vyjma omezeni ristu mikroorganismi ma proces fermentace a
zvySena slanost dostatecny ucCinek k devitalizaci infekCnich vyvojovych stadii
tasemnic rodu Taenia a protist rodu Sarcocystis (Ballarini et Martelli 2000). Naopak
vysledky této prace prokdzaly, ze fermentace neovliviluje zivotaschopnost a
infek¢nost spor E. cuniculi po dobu minimalné dvou tydnti. K podobnym vysledkiim
dosel i Guo et al. (2015), ktefi prokazali, ze zpracovani masa jako je soleni,
zmrazeni, komer¢ni suSeni teplym vzduchem, dlouhd doba fermentace, horké
koufeni a vafeni, pouze snizuje mnozstvi tkanovy cyst 7. gondii v masnych
vyrobecich. Soucasné prokazali, ze dusitany nebo dusi¢nany, kofeni, nizké pH a
skladovani za studena nemaji Zadny vliv na Zzivotaschopnost tkanovych cyst
T. gondii. Nicméné van Sprang (1984) povazuje fermentacni proces dostate¢ny k
deaktivaci 7. gondii. Rozdily mohly byt zplsobeny technologii vyroby
fermentovanych salami. Nékteré postupy jsou zalozeny na rychlé produkci kyselin
(snizeni pH) pfi rychlé fermentaci, aby se stabilizovaly vyrobky proti patogenim.
Rychle putsobici startovaci kultury, jako jsou Lactobacillus a Pediococcus, se
pouzivaji pii vysokych teplotaich az do 40 °C (van Sprang 1984). V disledku toho
klesa pH na 4,6 a salam je stabilni. V této praci jsme pouzili postup bézné pouzivany
v evropskych zemich; teplota 22-26 °C a suSeni namisto kyselosti (pH) (Ingr 2003).
V této praci byly spory E. cumiculi schopné prezit a udrZet si infekCnost ve
fermentovanych masnych vyrobcich s pH nizS§im nez 5,0 po dobu alespon 14 dnil. Na

zékladé¢ vysledki l1ze odhadnout, Ze pozienim 100 g fermentovaného salamu
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vyrobeného zmasa pozitivniho zvifete muize byt clovek inokulovan az 25000
sporami E. cuniculi, coz je v porovnani s mnozstvim, které¢ pifijmuly laboratorni
zvitata v 1 g salamu (3000 spodr) dostacujici k vyvolani infekce.

Tato prace je viibec prvni, ktera se touto problematikou zabyva jak v teoretické,
tak experimentalni urovni. Na zakladé ziskanych vysledku lze fici, ze fermentované

masné vyrobky mohou predstavovat potencialni zdroj mikrosporidii pro ¢lovéka.
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6.

Zavér

Byla prokdzana ptitomnost Encephalitozoon cuniculi v mase jateCnich t¢l
prasat.

Fermentace salamu pfi teploté 24 °C po dobu 48 hodin nedevitalizuje spory
Encephalitozoon cuniculi.

Pozienim fermentovaného saldmu vyrobeného z masa zvitete infikovaného
E. cuniculi byla navozena experimentalni infekce u laboratornich zvirat.
Masné fermentované vyrobky piedstavuji potencidlni zdroj Encephalitozoon

cuniculi pro Clovéka.
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