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Abstrakt 

Cílem této práce bylo zjistit výskyt a prevalenci Encephalitozoon cuniculi 

v kozím mléce a trusu, a vyhodnotit účinek pasterizace a sýření při výrobě kozích 

sýrů na infekčnost spór E. cuniculi pro imunodeficitní (SCID, CD4-/- a CD8-/-) a 

imunokompetentní (BALB/c a C57BL/6) myši. Za experimentálních podmínek, 

spóry E. cuniculi genotyp II (557 000 spór v 1 g sýra) zůstávají životaschopné 

v čerstvých sýrech ošetřených pasterizací při teplotě 72 °C po dobu 20 sekund a jsou 

schopné vyvolat infekci u laboratorních zvířat. 

Pomocí nested PCR byla detekována specifická DNA E. cuniculi genotyp I a 

genotyp II v osmi z devíti zakoupených kozích sýrů od různých 

producentů/chovatelů v České republice v množství od 1 do 202 spór na 1 g sýra. 

Tyto sýry byly v dávce 60 g/myš zkrmovány po dobu 24 dnů imunodeficitním i 

imunokompetentním myším. Výsledky experimentu prokázaly, že spóry E. cuniculi 

genotyp I a II zůstávají životaschopné jak v čerstvých, tak měkkých sýrech a jsou 

schopné vyvolat infekci u laboratorních zvířat.  

Na základě zjištěných výsledků, by měly být čerstvé a měkké sýry považovány 

za potenciální zdroj infekce E. cuniculi pro člověka. 

 

 

Klíčová slova: Mikrosporidie; Encephalitozoon cuniculi; infekce; prevalence; kozí 

sýr; tepelné ošetření mléka; sýření 

  



 
 

Summary 

The aim of this work was to determine the occurrence and prevalence of 

Encephalitozoon cuniculi in goat's milk and faeces, and to evaluate the effect of 

pasteurization and curdling in goat cheese production on the infectivity of E. cuniculi 

spores for immunodeficient (SCID, CD4-/- and CD8-/-) and immunocompetent 

(BALB / ca C57BL/6) mice. Under experimental conditions, spores of E. cuniculi 

genotype II (557,000 spores in 1 g of cheese) remain viable in fresh cheeses treated 

by pasteurization at 72 ° C for 20 seconds and are able to cause infection in 

laboratory animals. 

Using nested PCR, specific DNA of E. cuniculi genotype I and genotype II was 

detected in eight of the nine goat cheeses purchased from various producers/breeders 

in the Czech Republic in the amount of 1 to 202 spores per 1 g of cheese. These 

cheeses were fed to immunodeficient and immunocompetent mice at a dose of 60 

g/mouse within 24 days. The results of the experiment showed that spores of E. 

cuniculi genotype I and II remain viable in both fresh and soft cheeses and are able to 

cause infection in laboratory animals. 

Based on the results obtained, fresh and soft cheeses should be considered as a 

potential source of E. cuniculi infection for humans. 

 

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

cheese; heat treatment of milk; coagulation 
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Cíl práce 

• Nashromáždit vzorky mléka a trusu od koz z různých chovů v České republice a 

pomocí molekulárních analýz vyhodnotit prevalenci mikrosporidií rodu 

Encephalitozoon a určit jejich druh a genotyp. 

• Experimentálně ověřit, zda jsou spóry E. cuniculi genotyp II infekce schopné po 

vystavení procesu pasterace a sýření. 

• Otestovat sýry z různých chovů v České republice na přítomnost mikrosporidií a 

s použitím molekulární analýzy vyhodnotit prevalenci mikrosporidií rodu 

Encephalitozoon a určit jejich druh a genotyp. 

• Pomocí experimentální infekce ověřit viabilitu a infektivitu spór u zakoupených 

sýrů. 

• Vyhodnotit získaná data a posoudit potenciální rizika infekcí pro spotřebitele při 

konzumaci čerstvých a měkkých sýrů. 
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1. Úvod 

Mikrosporidie jsou obligátní intracelulární paraziti, kteří se vyvíjí pouze uvnitř 

živých hostitelských buněk s aktivní látkovou přeměnou. Jejich hostitelé zahrnují 

různorodá zvířata a jednu skupinu protistů (Ardila-Garcia et Fast 2012). Tyto 

patogeny jsou však častěji hlášeny jako latentní infekce u imunokompetentních 

jedinců a vyvolávají otázky o možném riziku reaktivace po indukované imunosupresi 

(Kotková et al. 2013). 

Zhruba před 150 lety byla poprvé popsána první mikrosporidie, Nosema 

bombycis, která byla zodpovědná za zhoubné onemocnění housenek bource 

morušového (Nägeli 1857). První popis mikrosporidiové infekce byl u laboratorních 

králíků s encefalitidou v roce 1922 (Wright et Craighead 1922), následně byla tato 

mikrosporidie studována, popsána a pojmenována jako Encephalitozoon cuniculi 

(Levaditi et al. 1923). Tento název vědci používali až do roku 1964, kdy bylo 

navrženo, aby se rod Encephalitozoon přejmenoval na Nosema kvůli podobnosti s 

organizmy nalezenými v členovcích (Lianson et al. 1964). Název Nosema cuniculi se 

zachovalo až do roku 1971, kdy Shadduck a Pakes (1971) navrhli navrácení k 

původnímu názvu. Nejnovější studie ukazují, že mikrosporidie jsou všudypřítomné a 

jsou nalézány v obratlovcích i bezobratlých a u některých protist (Ardila-Garcia et 

Fast 2012). 

Vzhledem k výskytu E. cuniculi v kravském mléce (Kváč et al. 2016, Tomanová 

2015) a šíření mikrosporidií do celého hostitele (Kotková et al. 2013), může kozí 

mléko a výrobky z něj představovat potenciální zdroj infekce pro konzumenta. Tato 

diplomová práce by měla zodpovědět základní otázky, zda mikrosporidie druhu E. 

cuniculi mohou být přítomny v kozím mléce a jestli sýry vyrobené z mléka mohou 

být zdrojem infekce pro člověka. 
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2. Literární přehled 

2.1 Taxonomie mikrosporidií 

Mikrosporidie náleží do kmene Microsporidia, třídy Microsporea a řádu 

Microsporida (Vivarés et al. 2002). První mikrosporidie byly popsány v roce 1857 

(Nägeli 1857) a během více než 150 let formální existence prošly řadou změn 

(Keeling 2014). Původně byly řazeny mezi prvoky (Protozoa) a dokonce byly po 

určitý čas pokládány za jedny z nejstarších organismů. Molekulárně-fylogenetické 

studie však ukázaly, že mikrosporidie patří do říše hub (Fungi), nebo jsou s nimi 

v úzkém příbuzenském vztahu (Volf et Horák 2007). V současné době známe kolem 

2 000 druhů mikrosporidií, řazených asi do 200 rodů (Vávra 2017) a z toho 14 druhů 

může infikovat člověka (Sak et al. 2011). 

2.2 Životní cyklus 

Většina druhů mikrosporidií nemá stejný životní cyklus, ale pro všechny je 

společná intracelulární a extracelulární fáze. Infekčním stádiem je spóra vyznačující 

se přítomností injekční struktury známé jako polární trubice, pomocí které infikuje 

hostitelskou buňku (Ardila-Garcia et Fast 2012). Za příznivých podmínek je trubice 

vystřelena přímo do cytoplasmy buňky hostitele a infekční obsah spóry proniká do 

hostitelské buňky. Následně mikrosporidie absolvuje dvě vývojové fáze, merogonii a 

sporogonii. Merogoniální buňky nedisponují klasickými mitochondriemi, ale mají 

mitosomy, drobné, dvěma membránami obalené váčky, které jsou pozůstatky 

mitochondrií (Volf et Horák 2007). Sporogonií vzniklé spóry se uvolňují do prostředí 

z infikovaného hostitele (Kotler et Orenstein 1998). Zralou spóru obklopuje vnější 

glykoproteinová a vnitřní chitinová vrstva, která je značně odolná vůči nepříznivým 

podmínkám životního prostředí (Didier et al. 2004). 

2.3 Encephalitozoon cuniculi 

Charakteristická vlastnost pro mikrosporidie rodu Encephalitozoon je množení 

se v parazitoforní vakuole (Franzen et Müller 2001). Vegetativní formy parazita se 

množí ve vakuole hostitelské buňky a mění se ve spóry. Mikrosporidie postupně 

vyplňuje celý obsah buňky, jádro je zatlačováno a vzniká útvar připomínající 

tkáňovou cystu Toxoplasma gondii, ale bez povrchové membrány. Spóra je oválná, 

světlolomná o velikosti 2,5 × 1,5 μm (Jírovec 1977).  

Druh E. cuniculi byl pojmenován již v roce 1923 (Levaditi et al. 1923) a poprvé 

detekován u lidí až v roce 1959. Spóry byly nalezeny v likvoru a v moči devítiletého 
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chlapce s příznaky postižení CNS. Byla to první popsaná lidská mikrosporidiová 

infekce (Matsubayashi et al. 1959). Encephalitozoon cuniculi se hojně vyskytuje u 

králíků, u nichž způsobuje enzootickou encefalitidu, a u další celé řady obratlovců, 

včetně člověka (Jírovec 1977). U E. cuniculi rozeznáváme 4 genotypy (I, II, III a IV), 

které nejsou hostitelsky specifické. V rámci rodu Encephalitozoon je druh E. cuniculi 

nejvíce zkoumanou savčí mikrosporidií (Didier et al. 1995).  

Rod Encephalitozoon zahrnuje další čtyři morfologicky neodlišitelné druhy: E. 

hellem, E. intestinalis, E. lacertae a E. romaleae (Koudela et al. 1998, Lange et al. 

2009). 

2.4 Přenos a zdroj infekce 

Existují dva způsoby přenosu. Vertikální neboli transplacentární způsob je 

přenos z matky na plod. Tento druh přenosu byl popsán hlavně u hmyzu, ale i 

hlodavců, králíků, koní, masožravců a primátů. Doposud nebyl zaznamenán u lidí. 

Druhý způsob se nazývá horizontální, kdy nejčastějším přenosem je požití infekční 

spóry. Infekce se přenáší zejména fekálně-orální nebo urino-orální cestou. Méně 

často jsou popisovány jiné způsoby přenosu: např. vektorem, vdechnutím nebo 

sexuálním přenosem (Baneux et Pognam 2003, Didier et al. 1998, Snowden et al. 

1998, Snowden et Shadduck 1999, van Rensburg et al. 1991). Ojediněle může být 

infekce přenesena přímým kontaktem skrze oko nebo ránu (Sharma et al. 2014). 

Mikrosporidiové spóry jsou uvolňovány do prostředí stolicí/trusem, močí nebo 

dýchacími sekrety. Zdrojem infekce jsou infikované osoby nebo zvířata vylučující 

spóry. Spóry mikrosporidií byly zjištěny i ve vodě, půdě a potravinách, kde 

setrvávají po dlouhou dobu infekční (Kotková et al. 2013). V nedávné době bylo 

popsáno jako potenciální zdroj mikrosporidií pro člověka také pasterované mléko 

(Kváč et al. 2016, Tomanová 2015) a fermentované masné výrobky (Sak et al. 2019). 

2.5 Průběh infekce 

Mikrosporidióza má velmi variabilní průběh projevující se v závislosti na 

hostiteli, druhu a genotypu mikrosporidie celou řadou různých klinických příznaků, 

které se objevují především u jedinců s poruchou imunity, například u pacientů s 

AIDS, kteří mají hladinu CD4+ T – lymfocytů pod 100 buněk v µl krve (Sak et al. 

2011). Mikrosporidióza se nejčastěji projevuje chronickým průjmem, který může být 

spojený s horečkou, úbytkem hmotnosti zapříčiněným ztrátou chuti k jídlu a 

celkovým chřadnutím (Kotler et Orenstein 1998). Rizikovou skupinou jsou také 
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mláďata s nezralým imunitním systémem či jedinci po transplantaci orgánů (Didier 

et Weiss 2006). Průběh infekce u osob nakažených mikrosporidiemi závisí na 

imunitním stavu jedince (Didier et al. 1998, Fasshauer et al. 2005). 

2.6 Terapie 

S ohledem na lokalizaci a zejména velikosti parazita je rutinní diagnostika 

značně obtížná (Markell et al. 1999). K léčbě mikrosporidiózy se nejčastěji využívají 

účinné látky albendazol a fumagillin. Fumagillin je antibiotikum, které se aplikuje při 

léčbě keratokonjuktivitidy způsobené mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon 

(Diesenhouse et al. 1993). Fumagillin je používán také jako léčivo při chronických 

infekcích vyvolaných druhem Enterocytozoon bieneusi u imunokompromitovaných 

jedinců, avšak u některých pacientů byly pozorovány nežádoucí účinky léčby jako je 

neutropenie a trombocytopenie (Molina et al. 2002). Fumagillin je také účinný proti 

nosematóze u včel medonosných (Katznelson et Jamiesin 1952). 

Mikrosporidiózu lze také léčit perorálním podáním albendazolu. Správné 

dávkování albendazolu by mělo zaručit léčbu střevní a diseminované infekce 

způsobené E. intestinalis a E. cuniculi. Albendazol rovněž zmírňuje klinické 

příznaky střevní infekce E. bieneusi, ale infekci zcela neeliminuje (Markell et al. 

1999). 

2.7 Výroba čerstvých sýrů 

Sýry jsou trvanlivé mléčné výrobky bohaté na bílkoviny a tuk. Získávají se 

zpracováním sýřeniny (sraženiny) mléka. Při zpracování se odděluje ze sýřeniny 

syrovátka a získaná hmota se formuje, případně lisuje, solí a zraje, až je získán 

produkt s charakteristickou chutí, konzistencí a vůní (Pešek 1997). Dle vyhlášky č. 

397/2016 Sb. je sýrem mléčný výrobek vyrobený vysrážením mléčné bílkoviny z 

mléka působením syřidla nebo jiných vhodných koagulačních činidel, oddělením 

podílu syrovátky a následným prokysáním nebo zráním. 

K nejčastějšímu využití kozího mléka patří jeho zpracování na sýry. Výroba 

čerstvého kozího sýra začíná šetrnou pasterizací mléka. Teploty nad 74 °C mohou 

měnit vlastnosti mléka, obzvláště vůni a chuť, a proto se zpravidla provádí šetrná 

pasterizace při 72 °C po dobu 20 sekund, která usmrtí převážnou část vegetativních 

forem mikroorganismů. Při šetrné pasterizaci dochází k částečné denaturaci 

syrovátkových bílkovin, proto je tato metoda vhodná pro výrobu sýrů (Görner et 

Valík 2004). 



12 
 

Po dosažení potřebné teploty se mléko okamžitě zchladí na sýřící teplotu  

(30–33 °C). Poté se přidá smetanová kultura (Pešek 1997). Touto kulturou se má 

zajistit nejlepší chuťová jakost výrobku a jeho trvanlivost. Dosahuje se jí tím, že 

kyselost, vytvořená ve výrobku užitečnými mikroorganismy smetanové kultury, 

zabraňuje růstu škodlivé alkaligenní mikroflóry, zejména hnilobné. Tvorbou 

antibiotických látek potlačují mikroorganismy této kultury rozvoj nežádoucí 

mikroflóry a zabraňují tím zhoršení jakosti výrobku (Teplý 1962). Dále se přidá 36 

% chlorid vápenatý, který má příznivý vliv na srážení mléka, zlepšuje konzistenci a 

pevnost sýřeniny a zvyšuje výtěžnost. Mléko se nechá 30–45 minut odpočinout 

(Pešek 1997). Po předezrání se přidá syřidlo, látka způsobující srážení mléka. Syřidla 

živočišného původu (chymosin a pepsin) mohou být jehněčí, telecí, prasečí či jiná. 

Chymosin se získává ze žaludků sajících mláďat přežvýkavců a pepsin ze žaludků 

dospělých zvířat (Šustová et Sýkora 2013). Existují také mikrobiální syřidla. 

Z mikrobiálních syřidel se využívají preparáty izolované z plísní Cryphonectria 

parasitica a Rhizomucor miehei. Pomocí mikrobiálních syřidel se vyrábějí sýry 

přijatelné pro vegetariány. Také rostliny obsahují enzymy schopné koagulovat 

mléko, např. ananas, artyčok nebo ostropestřec mariánský, ale tato syřidla nejsou 

komerčně využívána (Kadlec 2002). Doba srážení je 30–40 minut, přičemž 

vločkování má nastat do 15 minut, nejpozději však do 20 minut (Pešek 1997). 

Následuje zpracování sýřeniny zahrnující řadu operací, které mají za úkol 

podpořit synerezi, tj. smršťování a uvolňování syrovátky ze sýřeniny po koagulaci. 

Zahajuje se krájením sýřeniny harfami v okamžiku, kdy je dosažena požadovaná 

tuhost. Při této operaci trvající přibližně 20 minut vzniká sýrové zrno (částice o 

velikosti 3–15 mm). Zrno se dále míchá v uvolněné syrovátce. Míchání musí být 

šetrné, aby nedošlo k rozpadnutí zrn na jemné částice, tzv. sýrový prach, který není 

zadržen v sýru a zvyšují se tak ztráty do syrovátky (Kadlec 2002). 

Formování začíná oddělením syrovátky od sýrového zrna, které se vkládá do 

forem (tvořítek) z nerezu nebo plastu. Následně se lisuje, přičemž dochází k dalšímu 

prokysávání sýrů po dobu 16–20 hodin při pokojové teplotě (20–24 °C).  Lisování 

napomáhá oddělení syrovátky, zajišťuje texturu sýra a dává sýrům finální tvar. U 

čerstvých a měkkých sýrů, které se lisují vlastní vahou, je nutné obracení (Kadlec 

2002). 

Finální výrobek se solí. Solení má vliv na výslednou chuť, ovlivňuje aktivitu 

kultur a enzymů při zrání sýrů, reguluje obsah vody v těstě sýra, zpevňuje povrch 
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sýra a potlačuje rozvoj nežádoucí mikroflóry. Sýry se mohou solit následujícími 

postupy: solení do zrna, solení na sucho a solení v solné lázni. Solení do zrna lze 

charakterizovat jako přímé přidání a míchání suché soli do rozkrájené nebo pomleté 

sýřeniny na konci zpracování před formováním. Výsledkem je rovnoměrné prosolení 

celého sýra v krátké době (10–20 minut). Při lisování však vzniká velmi slaná 

syrovátka. Při solení na sucho se roztírá suchá sůl nebo kaše na povrch 

vyformovaných sýrů. Solením v solné lázni se u nás solí většina sýrů. Koncentrace 

solné lázně se pohybuje v rozmezí 18–22 %. Doba solení je závislá na velikosti a 

druhu sýra. Uvedené postupy solení lze také kombinovat. Po solení se sýry ukládají 

ve zracím sklepě k uzrání, s výjimkou nezrajících sýrů, které se konzumují čerstvé 

(Kadlec 2002). 
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3. Materiál a metodika 

3.1 Materiál 

3.1.1 Vzorky mléka a trusu 

V roce 2018 byly odebírány vzorky mléka a trusu na 6 farmách koz v České 

republice. Odběr trusu byl prováděn při defekaci zvířete nebo odběrem z rekta. 

Vzorky mléka byly získány při dojení jednotlivých koz. Bylo odebráno 30 ml mléka 

a 3 g trusu do sterilních plastových zkumavek a skladováno při 4 °C až do 

molekulární detekce mikrosporidií.  

3.1.2 Spóry mikrosporidií pro experiment 

Pro experimenty byly použity spóry mikrosporidie druhu Encephalitozoon 

cuniculi genotyp II získané původně z přirozeně infikované odchycené myši domácí 

(Mus musculus) (Koudela et al. 1994) a udržované dlouhodobě in vitro v Laboratoři 

veterinární a lékařské protistologie, Parazitologický ústav, Biologické centrum AV 

ČR, v.v.i. v buněčné kultuře VERO E6 v RPMI – 1640 médiu (Biotech, Praha, Česká 

republika) obohaceném 2,5 % bovinním fetálním sérem (Biotech), antimykotiky a 

antibiotiky (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Poté byly spóry vyčištěny od 

buněk pomocí centrifugace na Percollovém gradientu (1 díl PBS obsahující suspenzi 

buněk se sporami : 1 díl Percoll) při 1100 g po dobu 30 minut. Nakonec byly třikrát 

promyty ve sterilizované destilované vodě (1100 g po dobu 30 minut). 

3.1.3 Experimentální zvířata 

Pro zjištění viability a infektivity spór po pasteraci mléka a následné výrobě sýra 

byly použity 8-týdenní myši s vážnou kombinovanou deficiencí (SCID, kmen C.B-

17/IcrHsd-Prkdcscid), myši s absencí CD4 T lymfocytů (CD4-/-, kmen B6.129S2-

Cd4tm1Mak/J), myši s absencí CD8 T lymfocytů (CD8-/-, kmen B6.129S2-Cd8atm1Mak/J) 

a imunokompetentní C57BL/6 a BALB/c myši. Všechna experimentální zvířata 

pocházela z The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA. Myši byly chovány v 

plastikových chovných nádobách v IVC jednotce Touch SlimPlus – Blue Line 

(Tecniplast, Buguggiate, Itálie) na podestýlce Lignocel select Fine (JRS GmbH & 

Co. KG, Ellwangen, Německo). Myši měly k dispozici sterilizovanou vodu a 

peletované krmivo Altromin 1314 IRR ad libitum (Altromin Spezialfutter GmbH & 

Co. KG, Lage, Německo).  
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3.2 Metody 

3.2.1 Izolace DNA z trusu 

DNA z trusu byla izolována pomocí komerčního kitu ExgeneTM Stool DNA 

mini, 50 preps (GeneAll, Seoul, Jižní Korea). 

Postup izolování: 

• K 200 mg trusu v označené mikrozkumavce připipetovat 1 ml FL Buffer, přidat 

skleněné kuličky (0,2 a 0,5 mm) a vortexovat. 

• Rozbít vzorek v beadbeateru (FastPrep-24 Instrument; MP Biomedicals, 

Santa Ana, CA) při rychlosti 5 m/s po dobu 1 minuty.  

• Vzorek inkubovat 5 minut při laboratorní teplotě. 

• Centrifugovat 5 minut při 16000 g. 

• Přepipetovat veškerý supernatant na EzPass kolonku (bílá kolonka). 

• Centrifugovat 1 minutu při 16 000 g a poté vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Na kolonku napipetovat 100 µl EB Buffer. 

• Inkubovat 1 minutu při laboratorní teplotě. 

• Centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

• Vyhodit bílou kolonku a připipetovat 500 µl PB Buffer do sběrné zkumavky, 

promíchat pipetováním. 

• Celý obsah sběrné zkumavky přenést na Mini spin kolonku (zelená kolonka). 

• Centrifugovat 1 minutu při 16 000 g a poté vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Napipetovat 500 µl NW Buffer na střed kolony. 

• Centrifugovat 1 minutu při 16 000 g a vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Opět centrifugovat 1 minutu při 16 000 g a přenést kolonku na čistou označenou 

1,5 ml mikrozkumavku. 

• Napipetovat 200 µl EB Buffer na kolonku a inkubovat 1 minutu při laboratorní 

teplotě. 

• Centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

• Vyizolovanou DNA skladovat při teplotě –20 °C. 
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3.2.2 Izolace DNA z tkáně, mléka a sýra 

DNA z tkáně, mléka nebo sýra byla izolována pomocí komerčního kitu DNeasy 

Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Německo). 

Postup izolování: 

• Do označené mikrozkumavky nastříhat cca 10 mg tkáně nebo 10 mg sedimentu 

po odstředění 30 ml mléka (3 minuty při 16 000 g) nebo 10 mg sýra a přidat 

skleněné kuličky (0,2 a 0,5 mm). 

• Přidat 200 µl ATL Buffer a vortexovat. 

• Rozbít vzorek v beadbeateru (FastPrep-24 Instrument; MP Biomedicals, Santa 

Ana, CA) při rychlosti 5 m/s po dobu 1 minuty.  

• Centrifugovat 10 sekund při 16 000 g. 

• Připipetovat 20 µl proteinasy K. 

• Při 56 °C inkubovat v termobloku 1 hodinu, vzorek pravidelně homogenizovat. 

• Centrifugovat 10 sekund při 16 000 g. 

• Připipetovat 200 µl AL Buffer a vortexovat 

• Připipetovat 200 µl 96 % EtOH a vortexovat 

• Centrifugovat 45 sekund při 16 000 g. 

• Veškerý supernatant přepipetovat na Mini spin kolonku a následně centrifugovat 

3 minuty při 16 000 g.  

• Odstranit odpad ze sběrné zkumavky. 

• Přidat 500 µl AW1 Buffer na Mini spin kolonku a centrifugovat 3 minuty při  

16 000 g. 

• Znovu odstranit odpad ze sběrné zkumavky. 

• Připipetovat 500 µl AW2 Buffer na Mini spin kolonku a centrifugovat 1 minutu 

při 10 000 g. 

• Odstranit odpad ze sběrné zkumavky a znovu centrifugovat 1 minutu při  

10 000 g. 

• Nahradit sběrnou zkumavku za novou označenou 1,5 ml mikrozkumavku a přímo 

na membránu kolonky napipetovat 200 µl AE Buffer.  

• Inkubovat 1 minutu při laboratorní teplotě a poté centrifugovat 1 minutu při 

10 000 g. 

• Vyizolovanou DNA skladovat při –20 °C. 
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3.2.3 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Přítomnost specifické DNA Encephalitozoon spp. v testovaných vzorcích byla 

zjišťována pomocí nested PCR amplifikující ITS podjednotku rRNA dle dříve 

popsaných metodik (De Bosscuere et al. 2007, Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996). 

Pro primární i sekundární PCR reakci byl celkový objem reakčních směsí 20 μl. 

Primární PCR směs obsahovala 2 µl templátové DNA, 10 μl 2× AmpONETM HS-

Tag premix (GeneAll), 200 nM každého primeru a molekulární vodu do celkového 

objemu 20 μl. Sekundární reakce byla shodná s primární, kromě použití 2 μl primární 

PCR jako templátové DNA. V termocycleru byly nastaveny reakční podmínky 

následovně:  

• Počáteční denaturace 95 °C po dobu 3 minuty,  

• 35 cyklů zahrnující  

o Denaturace 95 °C po dobu 45 sekund. 

o Hybridizace 55 °C po dobu 45 sekund. 

o Syntéza 72 °C po dobu 60 sekund. 

• Závěrečná syntéza 72 °C po dobu 10 minut.  

Každá PCR zahrnovala pozitivní (DNA E. cuniculi genotyp III) a negativní 

(molekulární voda) kontrolu. 

 

Sekvence použitých primerů:  

Primární PCR  

• INT580F: 5′ - TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT - 3′  

• INT580R: 5′ - TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG - 3′  

 

Sekundární PCR  

• MSP3: 5′- GGA ATT CAC ACC GCC CGT C (A,G) (C,T)TAT - 3′  

• MSP4A: 5′- CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT - 3′  

 

3.2.4 Gelová elektroforéza 

Sekundární PCR produkty byly vizualizovány na 1 % agarózovém gelu s 

přídavkem ethidium-bromidu pomocí UV záření (vlnová délka 302 nm) 

transiluminátorem a poté zdokumentovány.  
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Chemikálie 

• Agaróza (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Německo) 

• TAE pufr: 50× TAE pufr (242 g tris báze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 

ml 0,5 M EDTA pH 8,00). 

• Ethidium bromid 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Clevelend, Ohio, USA) 

• Velikostní marker - 100 bp DNA Ladder (Sigma-Aldrich) 

Postup: 

• Smíchat příslušné množství agarózy s 1× TAE pufrem (např. 0,4 g agarózy a 40 

ml TAE pufru) 

• Vzniklou směs rozpustit v mikrovlnné troubě a ihned zchladit pod tekoucí vodou 

na teplotu přibližně 50–60 °C. 

• Do zchlazené směsi připipetovat 1 μl ethidium-bromidu a zhomogenizovat. 

• Gel nalít do formy s vloženým hřebenem a nechat tuhnout zhruba 30 minut.  

• Vyjmout hřeben a gel vložit do elektroforetické vany.  

• Zalít gel TAE pufrem tak, aby byl celý ponořený. 

• Do první jamky v gelu napipetovat 20 μl velikostního markeru a do dalších 

jamek napipetovat sekundární PCR produkty. 

• Vyvíjet gel při napětí 90–110 V po dobu cca 30 minut (až do rozseparování 

produktů). 

• K vizualizaci DNA fragmentů použít UV transiluminátor. 

3.2.5 Extrakce z gelu 

DNA z gelu byla izolována pomocí komerčního kitu GenEluteTM Gel Extraction 

(Sigma-Aldrich). 

Postup izolování: 

• Vyříznout fragment DNA z gelu sterilním skalpelem a dát do označené 

mikrozkumavky. 

• Do mikrozkumavky s fragmentem gelu připipetovat 500 µl Gel Solubilization 

Solution. 

• Inkubovat 10 minut v termobloku při 50 °C a promíchávat každé 2 minuty. 

• Dát si inkubovat eluční pufr nebo PCR vodu na eluci na 65 °C. 
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• Sestavit Binding Column G, na kolonku napipetovat 500 µl Column Preparation 

Solution a centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

• Vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Připipetovat ke vzorku 150 µl isopropanolu a promíchat. 

• Přepipetovat veškerý objem vzorku na kolonu (Binding Column G) a 

centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

• Vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Připipetovat 700 µl Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

• Vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Opět centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

• Otočit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat 3 minuty při 16 000 g. 

• Kolonu dát do nové označené 1,5 ml mikrozkumavky a provést eluci 

napipetováním 30 µl per vody předehřáté na 65 °C na střed kolony. 

• Inkubovat 1 minutu při laboratorní teplotě a centrifugovat 1 minutu při 16 000 g. 

 

3.2.6 Sekvenování a genotypizace 

Sekvenování PCR produktů bylo realizováno pomocí sekundárních primerů v 

komerčních laboratořích za použití sekvenačního kitu BigDye Terminator v 3.1 

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

analyzovány v Chromas Pro 2.1.8. a srovnány s referenčními sekvencemi uloženými 

v GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

 

3.2.7 Kvantitativní real-time PCR (qRT-PCR) 

Množství spór E. cuniculi v jednotlivých vzorcích sýrů a orgánech myší 

experimentálně krmených sýry bylo kvantifikováno pomocí kvantitativní real-time 

PCR (qRT-PCR) za použití specifických primerů amplifikujících část genu 

kódujícího malou podjednotku rRNA Encephalitozoon spp. a specifické TaqMan 

próby (268 bp; Wolk et al. 2002) za použití přístroje Light cycler 480 (Roche, Basel, 

Švýcarsko). K zhotovení kalibrační křivky byla využita vyizolovaná DNA ze vzorků, 

které obsahovaly známý počet spór (103 až 108). Jednotlivé složky v reakční směsi 

jsou uvedeny v tabulce 1. Pomocí programu Light cycler 480 Software Release 1.5.0 

SP4 byla monitorována a následně vyhodnocena pozitivita vzorků. Jako gen s 
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konstantní expresí (housekeeping gene, HKG) byl použit gen pro β-aktin myši (137 

bp; Dai et al. 2009). 

Amplifikační program v termocycleru byl nastaven následovně: 

• Počáteční denaturace 95 °C/3 minuty, 45 cyklů zahrnující denaturaci 95 

°C/45 sekund. 

• Hybridizace 60 °C/10 sekund. 

• Syntéza 72 °C/16 sekund.  

• Závěrečná extenze 55–85 °C/16 sekund rychlostí 0,2 °C/1 sekundu. 

Chlazení trvalo 30 sekund při 40 °C (Wolk et al. 2002). 

Ke každé qRT PCR reakci byla přiřazena negativní kontrola a vzorky o 

známých koncentracích Encephalitozoon spp. (106) a β-aktinu (2,94.105) použité 

jako standardy. Všechny vzorky byly testovány v duplikátech. Pro další výpočty byla 

použita CT hodnota (treshold cycle), která byla automaticky odečítána výše 

uvedeným programem. Ze získaných CT hodnot byl vypočítán počet spór v 

analyzovaném vzorku. Počet spór byl poté přepočítán na 1 g daného vzorku na 

základě známého počtu kopií genu pro β-aktin v 1 g orgánu (Sak et al. 2017b). 

Výsledky byly zaokrouhleny na celá čísla. 

 

Tabulka 1. Reakční směs pro qRT PCR 

Reagencie 
Objem 

(μl) 

FastStart Universal Probe Master (Roche)  12,5 

deionizovaná H2O  5,0 

forward primer (10 μM) 1,0 

reverse primer (10 μM) 1,0 

próba (10 μM) 0,5 

DNA  5,0 

Celkem 25,0 

 

Nukleotidové sekvence primerů a prób: 

Malá podjednotka rRNA Encephalitozoon spp. (Wolk et al. 2002) 

• forward primer: 5′ - GTC CGT TAT GCC CTG AGA - 3′ 

• reverse primer: 5′ - ACA GCA GCC ATG TTA CGA CT - 3′ 

• próba: 5′- red 640 - TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC-phosphate-

3′ 
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β-aktin (Dai et al. 2009) 

• forward primer: 5′- AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC - 3′ 

• reverse primer: 5′- CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT - 3′ 

• próba: 5′- FAM - CAC TGC CGC ATC CTC TTC CTC CC BHQ1-3′ 

 

3.3 Ověření účinnosti pasterizace kozího mléka a následné výroby 

čerstvého sýra na infektivitu Encephalitozoon cuniculi genotyp II  

3.3.1 Příprava čerstvého sýra 

Přítomnost mikrosporidií v syrovém kozím mléce byla vyloučena pomocí 

metody PCR. Do 100 ml ověřeného mléka bylo přidáno 107 infekčních spór E. 

cuniculi genotyp II. Následně proběhla šetrná pasterizace, kdy mléko bylo zahřáto na 

72 °C po dobu 20 s a bylo bezprostředně zchlazeno na 32 °C (sýřící teplota). Do 

pasterizovaného mléka bylo přimícháno 5 ml smetanové kultury (kysané podmáslí) a 

0,1 ml CaCl2 (Chlorid vápenatý 36% roztok; MILCOM), za 30 minut bylo přidáno 

0,1 ml chymosinového syřidla (Laktochym 1 : 5 000; MILCOM, Czech Republic). 

Dále probíhalo sýření 40 minut při teplotě 32 °C. Vzniklá sýřenina byla pokrájena, 

čímž bylo vytvořeno sýrové zrno. Uvolněné zrno v syrovátce bylo zamícháno. 

Pomocí síta a bavlněné látky byla oddělena syrovátka od sýrového zrna. Vzniklý sýr 

byl vložen do formy (tvořítka), kde se při pokojové teplotě nechal odkapat do 

druhého dne. Mezitím byl sýr pravidelně obracen. Nakonec byl sýr vložen do solné 

lázně o koncentraci 18 % na 2 hodiny. Vyrobený sýr byl uchováván v chladničce při 

4 °C. 

3.3.2 Design experimentu 

Dvě myši z každého kmene (SCID, C57BL/6 a BALB/c) byly jednotlivě 

nakrmeny přes noc 1 g sýra za současného odejmutí granulovaného krmiva. Jako 

pozitivní kontroly byly použity skupiny myší (dvě myši od každého kmene) 

perorálně infikovaných dávkou 107 spór E. cuniculi genotyp II v destilované vodě. 

Skupiny myší (dvě myši od každého kmene) nakrmené čerstvým sýrem, u něhož 

nebyla zjištěna přítomnost specifické DNA E. cuniculi, byly použity jako negativní 

kontroly. 

Myši byly utraceny v předpokládané akutní fázi infekce z důvodu maximalizace 

úspěšnosti záchytu případné probíhající infekce dle výsledků Kotkové et al. (2013) a 

Saka et al. (2017a); SCID myši 21 dní po infekci (DPI), C57BL/6 myši 28 DPI a 
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BALB/c myši 35 DPI. Během pitvy byly sterilně odebrány vzorky jater, sleziny, 

ledviny a mozku a následně použity pro molekulární detekci na přítomnost specifické 

DNA E. cuniculi v testovaných tkáních. 

3.4 Přítomnost Encephalitozoon cuniculi v komerčně prodávaných 

čerstvých a měkkých sýrech a ověření infektivity spór  

3.4.1 Design experimentu 

Za účelem ověření přítomnosti a infektivity spór mikrosporidií bylo postupně 

nakoupeno 9 různých druhů čerstvých a měkkých sýrů z maloobchodů nebo přímo 

od chovatelů. Přítomnost specifické DNA E. cuniculi byla v každém ze sýrů 

testována pomocí PCR. Pozitivní sýry byly dále použity pro experimentální infekce 

myší. 

Tři myši z každého kmene (SCID, C57BL/6, BALB/c, CD4-/- a CD8-/-) byly 

jednotlivě krmeny přes noc 5 g směsí sýrů od jednotlivých výrobců za současného 

odejmutí granulovaného krmiva. Krmení probíhalo každý druhý den po dobu 24 dní. 

Každá myš během celého experimentu zkonzumovala celkem 60 g sýrů. Jako 

pozitivní kontrola byla použita skupina myší (tři od každého kmene) perorálně 

infikovaných dávkou 107 spór E. cuniculi genotyp II v destilované vodě. Jako 

negativní kontrola byla použita skupina myší (tři od každého kmene) krmená sýrem, 

u něhož nebyla zjištěna přítomnost specifické DNA E. cuniculi. 

Myši byly utraceny v předpokládané akutní fázi infekce jako u předchozího 

experimentu (kapitola 3.3.2); SCID myši 21 DPI, C57BL/6, CD4-/- a CD8-/- myši 28 

DPI a BALB/c myši 35 DPI. Během pitvy byly odebrány sterilní vzorky jater, 

sleziny, ledviny a mozku a následně použity pro molekulární detekci na přítomnost 

specifické DNA E. cuniculi v testovaných tkáních. 

 

  



23 
 

4. Výsledky  

4.1 Prevalence Encephalitozoon cuniculi u koz  

Bylo vyšetřeno celkem 117 vzorků mléka a 107 vzorků trusu od 99 koz ze 6 

různých chovů v České republice (tabulka 2). Ze všech testovaných vzorků byly 

mikrosporidie detekovány u dvou koz v mléce na farmě č. 1, a to v koncentraci 17 a 

59 spór na 1 ml mléka, a v trusu jedné kozy na farmě č. 3 v koncentraci 22 spór na g 

trusu (tabulka 2). Následná genotypizace prokázala přítomnost specifické DNA E. 

cuniculi genotyp II u všech pozitivních vzorků.  Všechny tři kozy byly bez zjevných 

zdravotních problémů. 

Tabulka 2. Výskyt Encephalitozoon cuniculi genotyp II ve vyšetřovaných vzorcích 

mléka a trusu na sledovaných farmách koz. 

 

Číslo farmy 

Počet vyšetřených 

koz/pozitivní 

Počet vyšetřených vzorků/pozitivní 

Mléko Trus 

Farma č. 1 15/2 32/2 32/0 

Farma č. 2 15/0 15/0 15/0 

Farma č. 3 17/1 32/0 17/1 

Farma č. 4 11/0 11/0 11/0 

Farma č. 5 22/0 22/0 13/0 

Farma č. 6 19/0 5/0 19/0 

Celkem 99/3 117/2 107/1 

 

4.2 Ověření účinnosti pasterizace kozího mléka a následné výroby 

čerstvého sýra na infektivitu Encephalitozoon cuniculi genotyp II  

Výsledky našeho experimentu prokázaly, že v případě, přídavku 107 spór E. 

cuniculi do 100 ml mléka byla výsledná průměrná koncentrace spór na 1 g sýra 

557 000 spór. Krmení experimentálních zvířat sýrem připraveným ze spórami 

obohaceného mléka prokázalo, že spóry E. cuniculi genotyp II zůstaly infekční po 

pasteraci mléka a následného zpracování na sýr (obrázek 1). Zatímco jednorázové 

krmení myší sýrem obsahující spóry E. cuniculi genotyp II mělo za následek vývoj 

mikrosporidové infekce jen u tří ze šesti myší (obrázek 1), všechna kontrolní zvířata 

inokulovaná per orálně dávkou 107 spór E. cuniculi v destilované vodě byla úspěšně 

infikována. Dále byl zjištěn rozdíl v intenzitě infekce mezi kontrolní a pokusnou 

skupinou. Zatímco u myší krmených sýrem byly mikrosporidie detekovány pouze 

v jednom z vyšetřovaných orgánů, u myší inokulovaných per orálně došlo k rozvoji 

infekce v téměř ve všech orgánech (obrázek 1). Sekvence E. cuniculi získané z myší 

krmených sýrem a inokulovaných per orálně byly identické s infekční dávkou. 
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Množství spór E. cuniculi genotyp II ve tkáních pozitivních zvířat krmených sýrem 

se pohybovalo v rozmezí od 128 do 630 spór na 1 g tkáně (tabulka 3). U žádné z 

myší ze skupiny negativních kontrol nebyla zjištěna přítomnost E. cuniculi. 

 

 

Obrázek 1. Výskyt specifické DNA Encephalitozoon cuniculi genotyp II v orgánech 

imunodeficitních (SCID, 21 dní po infekci) a imunokompetentních (C57BL/6, 28 dní po 

infekci a BALB/c, 35 dní po infekci) laboratorních myší nakrmených čerstvým sýrem 

obsahujícím E. cuniculi genotyp II v množství cca 557 000 spór na 1 g sýra. Inokulovaná 

kontrola - myši perorálně infikované dávkou 107 spór v dH2O; negativní kontrola - myši 

nakrmené negativním čerstvým sýrem; prázdný čtverec označuje qRT-PCR negativní 

vzorek; černý čtverec označuje qRT-PCR pozitivní vzorek. 

Tabulka 3. Množství spór Encephalitozoon cuniculi genotyp II na 1 g tkáně u zvířat 

krmených sýrem experimentálně připraveným ze spórami obohaceného mléka. 

Kmen myši 
Číslo 

zvířete 
Orgán 

Počet spór na 1 g 

tkáně 

SCID 2 slezina 128 

BALB/c  2 játra 630 

C57BL/6 1 ledvina 307 
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4.3 Přítomnost Encephalitozoon cuniculi v komerčně prodávaných 

čerstvých a měkkých sýrech a ověření infektivity spór  

Na základě testovaných vzorků sýrů používaných pro krmení myší byla pomocí 

PCR zjištěna přítomnost specifické DNA E. cuniculi genotyp I nebo genotyp II v 

osmi zakoupených sýrech z devíti (tabulka 4). Specifická DNA E. cuniculi genotyp I 

byla detekována ve výrobcích dvou ze sedmi výrobců sýrů a E. cuniculi genotyp II u 

čtyř výrobců. Za pomocí qRT-PCR bylo zjištěno, že 1 g sýra obsahoval 38–202 

spór/gram E. cuniculi genotypu I a 1–55 spór/gram E. cuniculi genotyp II. U výrobce 

7 nebyla zjištěna přítomnost specifické DNA E. cuniculi, a proto byl sýr použit jako 

negativní kontrola (tabulka 4). Výrobce 1 je totožný s farmou č. 1 a výrobce 6 

s farmou č. 3 v tabulce 2. 

 

Tabulka 4. Přítomnost specifické DNA a množství spór Encephalitozoon spp. na 1 g 

sýra. 1 výrobcem sýra byla farma č. 1, 2 výrobcem sýra byla farma č. 3 

Výrobce sýra Typ sýra Encephalitozoon spp.  
Průměrný počet spór 

na g sýra 

Výrobce 11  čerstvý E. cuniculi genotyp II 1 

Výrobce 2 čerstvý E. cuniculi genotyp I 38 

měkký (pomazánkový) E. cuniculi genotyp I 81 

měkký (žervé) E. cuniculi genotyp I 56 

Výrobce 3  čerstvý E. cuniculi genotyp II 14 

Výrobce 4  čerstvý E. cuniculi genotyp II 50 

Výrobce 5  čerstvý E. cuniculi genotyp I 202 

Výrobce 62   čerstvý E. cuniculi genotyp II 55 

Výrobce 7 čerstvý - - 

 

Experimentální infekce ukázaly, že spóry E. cuniculi obsažené v sýrech zůstaly 

infekční pro všechny kmeny myší. V průběhu předpokládané akutní fáze infekce 

byla specifická DNA E. cuniculi detekována ve všech sledovaných tkáních  

(obrázek 2). U všech kontrolních zvířat per orálně inokulovaných dávkou 107 spór E. 

cuniculi genotyp II v destilované vodě byla potvrzena infekce. Mezi infekcí 

zapříčiněnou pozřením kupovaného sýra obsahujícího spóry E. cuniculi genotyp I 

nebo genotyp II a infekcí vyvolanou per orální inokulací čistými spórami E. cuniculi 

genotyp II nebyl prokázán rozdíl, pouze se lišila intenzita infekce. Množství spór ve 

tkáních myší krmených sýry obsahujícími E. cuniculi genotyp I se pohybovalo 

v rozmezí od 2 do 219 spór na 1 g tkáně a od 1 do 2 080 spór/gram tkáně v případě 

myší krmených sýry obsahujícími E. cuniculi genotyp II. Pouze u jedné CD8-/- myši 
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krmené sýrem od výrobce 1 obsahujícího spóry E. cuniculi genotyp II byla zjištěna 

velmi vysoká intenzita infekce 102 000 spór na 1 g tkáně (tabulka 5). Z celkového 

počtu 60 myší zařazených do experimentu byla po zkrmení sýrů obsahujících spóry 

E. cuniculi genotyp I a II zjištěna infekce u 7 imunokompetentních a 13 

imunodeficientních myší (obrázek 2, tabulka 5). Nebyl zjištěn rozdíl ve výskytu 

infekce mezi imunodeficitními a imunokompetentními kmeny myší. Infekce byla 

nejčastěji detekována v ledvinách. U žádné z myší ze skupiny negativních kontrol 

nebyla zjištěna přítomnost E. cuniculi. 

 

 

Obrázek 2 Výskyt specifické DNA Encephalitozoon cuniculi v orgánech imunodeficitních 

(SCID - 21 dní po infekci a CD4-/-, CD8-/- - 28 dní po infekci) a imunokompetentních 

(C57BL/6 - 28 dní po infekci a BALB/c - 35 dní po infekci) laboratorních myší krmených 

kupovaným sýrem obsahujícím E. cuniculi v množství 1–202 spór na 1 g sýra. Pozitivní 

kontrola - myši perorálně infikované dávkou 107 spór v dH2O; negativní kontrola - myši 

nakrmené čerstvým sýrem od výrobce 7; prázdný čtverec označuje qRT-PCR negativní 

vzorek; černý čtverec označuje qRT-PCR pozitivní vzorek. 
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Tabulka 5. Množství spór Encephalitozoon cuniculi genotyp I (EC I) a genotypu II 

(EC II) na 1 g tkáně u pozitivních zvířat krmených různými druhy sýrů od různých 

výrobců obsahující spóry EC I a EC II. 

Typ sýra 

(výrobce) 

Genotyp 

E. cuniculi 

v sýru 

Kmen 

myší 

Zvíře 

číslo 
Orgán 

Počet 

spór na 

g tkáně 

Genotyp 

E. cuniculi 

získaný ze 

zvířete 

Čerstvý sýr 

(výrobce 1) 
EC II 

SCID  2 játra 655 EC II 

SCID 3 slezina 212 EC II 

SCID 3 ledvina 32 EC II 

BALB/c  1 játra 555 EC II 

BALB/c  1 slezina 9 EC II 

CD8-/- 2 slezina 102 000 EC II 

Čerstvý sýr 

(výrobci 2 a 5) 
EC I 

SCID 3 játra 46 EC I 

BALB/c 2 mozek 219 EC I 

CD4-/- 1 ledvina 5 EC I 

CD8-/- 1 ledvina 8 EC I 

CD8-/- 2 ledvina 4 EC I 

Měkký sýr 

(výrobce 2) 
EC I 

SCID 1 slezina 9 EC I 

SCID 3 mozek 115 EC I 

BALB/c 1 ledvina 2 EC I 

C57BL/6 2 ledvina 6 EC I 

C57BL/6 2 mozek 12 EC I 

Čerstvý sýr 

(výrobci 3, 4 a 6) 
EC II 

SCID 1 játra 33 EC II 

SCID 1 slezina 78 EC II 

SCID 3 ledvina 8 EC II 

BALB/c 2 ledvina 22 EC II 

C57BL/6 1 ledvina 2 EC II  

C57BL/6 3 játra 1 EC II 

C57BL/6 3 mozek 31 EC II 

CD8-/- 2 slezina 99 EC II 

CD8-/- 2 ledvina 2080 EC II 

CD8-/- 3 játra 5 EC II 

 

Mezi infekcí u experimentu 1 (kapitola 4.2) obsahujícím spóry E. cuniculi 

genotyp II a infekcí u experimentu 2 (kapitola 4.3) obsahujícím spóry E. cuniculi 

genotyp I a genotyp II nebyl prokázán rozdíl, pouze se lišila intenzita infekce. 

Výsledky této práce mimo jiné prokázaly, že spóry E. cuniculi genotyp I a II 

přežívají v komerčně nebo experimentálně vyrobených čerstvých i měkkých sýrech.  
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5. Diskuse 

Jedním ze současných, ale i budoucích problémů je přístup ke zdravotně 

nezávadným potravinám. Přes jídlo mohou být přenášeny bakteriální, virové, 

parazitární a plísňové patogeny, které mohou být příčinou různých zdravotních obtíží 

s následnou zvýšenou morbiditou a mortalitou v populaci člověka (Scott 2003). 

Například zoonózy jako kampylobakterióza, listerióza a salmonelóza mohou být 

přenášeny na člověka kontaminovanou potravou nebo přímým kontaktem s živým či 

poraženým zvířetem (Bell et al. 1988). 

Těmto a dalším zoonózám a zvláštním opatřením proti nim se věnují právní 

předpisy EU týkajících se veřejného veterinárního zdraví (např. nařízení Evropského 

parlamentu a Rady (ES) č. 2160/2003 ze dne 17. listopadu 2003 o tlumení salmonel a 

některých jiných původců zoonóz vyskytujících se v potravním řetězci a směrnice 

Evropského parlamentu a Rady 2003/99/ES ze dne 17. listopadu 2003 o sledování 

zoonóz a jejich původců), ale mikrosporidie nejsou do těchto předpisů zahrnuty. 

Podle National Institutes of Health (NIH, USA) jsou mikrosporidie zařazeny jako 

infekční agens do kategorie B a jejich spóry jsou na seznamu potenciálních 

kontaminantů Agentury pro ochranu životního prostředí (EPA), přesto jejich přenos 

potravinami je doposud velmi málo prozkoumán a je málo známo o přirozených 

cestách přenosu (Sak et al. 2019). 

Mikrosporidie jsou intracelulární sporotvorné jednobuněčné patogeny, které 

infikují širokou škálu obratlovců a bezobratlých po celém světě. Lidé a zvířata jsou 

infikováni zejména mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon a Enterocytozoon, které 

způsobují oportunní infekce u jedinců s nedostatečnou imunitou (Canning et 

Hollister 1992). Velkou pozornost si mikrosporidióza získala při pandemii AIDS, 

kdy nakažení jedinci trpěli chronickými průjmy, které byly připisovány 

mikrosporidiím (Didier et al. 1998). Encephalitozoon cuniculi je také považován za 

jeden z infekčních původců odpovědných za neplodnost a potraty koz (Cisláková et 

al. 2001). Khanna a Iyer (1971) jako první popsali E. cuniculi (dříve Nosema 

cuniculi) v kozách. 

Z výsledků této práce vyplývá, že prevalence E. cuniculi u dojných koz ve 

sledovaných chovech je nízká. Z celkového množství 99 vyšetřovaných koz byla 

infekce E. cuniculi genotyp II detekován pouze u 3 zvířat (3 %). Abu-Akkada et al. 

(2015) uvedli, že 21 z 31 (67,7 %) vyšetřovaných koz mělo specifické protilátky 
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proti E. cuniculi, avšak pomocí molekulárních technik nebyla pozitivní žádná koza. 

Obdobné výsledky uvádí ve své studii i Cisláková et al. (2001), kteří detekovali 

specifické protilátky proti E. cuniculi u 6 angorských koz z 48 (12,5 %). Tyto a naše 

výsledky naznačují, že mikrosporidie rodu Encephalitozoon se v chovech koz mohou 

vyskytovat relativně často, ale jejich vylučování do prostředí je ojedinělé. Rozdíl 

mezi relativně vysokou prevalencí detekovanou na základě přítomnosti specifických 

protilátek a nízkou zjištěnou pomocí molekulárních technik je dán přetrváváním 

protilátek v krvi jedince po jeho vyléčení nebo v průběhu chronické fáze, kdy je 

detekce specifické DNA v trusu, moči i mléku s ohledem na intermitentní vylučování 

spór problematická (Malčeková et al. 2010, Shadduck et Geroulo 1979). Na počátku 

mikrosporidiové infekce vyvolané E. cuniculi je častější vylučování spór 

infikovaným jedincem. Naopak v chronické fázi, kdy mikrosporidie infikují vnitřní 

orgány hostitele je vylučování spór méně časté a nepravidelné (Kotková et al. 2013). 

V této fázi se pravděpodobně nacházela všechna sledovaná zvířata v této práci. 

Prevalence E. cuniculi u dojných koz v této práci byla podobná jako u dojného 

skotu ve sledovaných chovech v práci Tomanové (2015), kde ze 147 vyšetřovaných 

dojnic byla jedna pozitivní. Přítomnosti infekce E. cuniculi u vyšetřovaných zvířat 

lze nepřímo potvrdit i výsledky, které byly získány z komerčně vyráběných sýrů. 

Zatímco většina vzorků vyšetřovaného mléka (30 ml) byla negativní na přítomnost 

spór mikrosporidií, téměř všechny sýry vyrobené z tohoto mléka byly pozitivní. 

Z tohoto by se dalo odvozovat, že počet zvířat ve stádě, která produkují spory 

mikrosporidií do mléka je velmi nízký, ale dochází ke kontaminaci celé dávky mléka 

použité k výrobě sýra.  

V souladu s předchozími studiemi jsme u žádného zvířete, které bylo pozitivní 

na E. cuniculi, nepozorovali žádné klinické příznaky mikrosporidiózy (Cisláková et 

al. 2001). Taktéž mléko bylo bez makroskopických změn a bylo uvolněno 

pro lidskou konzumaci. Žádný z chovatelů neuváděl zvýšený výskyt zánětů mléčné 

žlázy u pozitivních zvířat, což je v souladu s výsledky Tomanové (2015), která 

nezjistila přímou souvislost mezi celkovým počtem somatických buněk a výskytem 

mikrosporidiové infekce u dojnic. 

Infektivitu spór ovlivňují tři hlavní faktory: pH, čas a teplota. Tepelné ošetření 

mléka neboli pasterizace je technologický proces, který se řídí právním předpisem. 

Tepelné ošetření je z jedním způsobů pro prodloužení doby skladování potravin. 

Sýry vyrobené z nepasterizovaného mléka jsou potenciálním zdrojem nákazy 
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patogenními mikroorganismy. V sýrech se mohou objevit patogeny jako Salmonella 

spp., Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus (Fernandes 2009). Paraziti 

jako je Taenia spp. nebo Toxoplasma gondii mohou kontaminovat mléko a být 

přenášeny na člověka. Kontaminace půdy může také vést k přítomnosti půdních 

parazitů v mléce (např. Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura). Proto by se měly 

dodržovat hygienické podmínky a správná pasterizace mléka, aby se zabránilo 

kontaminaci (Dhanashekar et al. 2012). Konzumace nepasterizovaného kozího sýra a 

mléka byla vyhodnocena jako rizikový faktor toxoplazmózy u lidí. Výsledky práce 

Dubey et al. (2014) ukazují, že T. gondii může být vylučována do kozího mléka a je 

schopna přežít výrobu čerstvého sýra z nepasterizovaného mléka. Naopak v sýrech 

vyrobených z pasterizovaného mléka se mohou vyskytovat termotolerantní 

mikroorganismy, například Enterococcus spp., Corynebacterium spp. a endospory 

zástupců rodů Bacillus (Fernandes 2009). 

Spóry mikrosporidií jsou díky proteinové a silné chitinové vrstvě v buněčné 

stěně velmi odolné proti nepříznivým podmínkám (Mo et Drancourt 2004), například 

jako je vysoká vlhkost, dehydratace, nízké teploty a vysoké nebo nízké pH (Lee 

2007). Spóry Encephalitozoon cuniculi přežívají 24 hodinovou inkubaci při pH 4 a 

pH 9 (Shadduck et Polley 1978), proto solná lázeň používající se při výrobě sýrů 

nedevitalizuje spóry E. cuniculi. Díky proteinové a chitinové vrstvě jsou schopny 

odolávat i některým metodám tepelného ošetření mléka. Dle výsledků práce Kváče 

(2016) a Tomanové (2015) je šetrná a vysoká pasterizace mléka neúčinná pro 

usmrcení spór E. cuniculi. Stejný výsledek se potvrdil v této práci, kdy pasterizace 

kozího mléka při teplotě 72 °C po dobu 20 sekund a následná výroba čerstvého sýra 

zcela nedevitalizuje spóry E. cuniculi. 

V tomto experimentu byla použita smetanová kultura, která má zajistit lepší 

chuť výrobku a jeho trvanlivost, ale také zabraňuje růstu škodlivé hnilobné 

mikroflóry. Tvorbou antibiotických látek potlačují mikroorganismy smetanové 

kultury rozvoj nežádoucí mikroflóry (Teplý 1962). Tato práce prokázala, že 

smetanová kultura nedevitalizuje spóry E. cuniculi. 

Dle studie Fuka et al. (2013) zrání sýra snižuje výskyt lidských patogenů jako je 

Staphylococcus saprophyticus nebo Salmonella spp., avšak zrání u čerstvých sýrů se 

neprovádí. 

Na základě našich výsledků, kdy se spórami E. cuniculi nakazilo 20 myší ze 60 

(33,3 %), lze předpokládat, že pozřením 60 g čerstvého kozího sýra vyrobeného 
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z mléka pozitivního zvířete má člověk relativně vysokou šanci se setkat s infekční 

dávkou. S ohledem na množství konzumovaného kozího sýra za rok, kdy celková 

spotřeba kozího mléka za rok 2018 byla 0,1 kg na osobu (www.eagri.cz), lze 

konstatovat, že pozřením čerstvého kozího sýra vyrobeného ze 100 ml mléka 

pozitivního zvířete může být člověk inokulován až  

20 000 spór E. cuniculi, což je v porovnání s množstvím, které přijmula laboratorní 

zvířata v 1 g sýra dostačující k vyvolání infekce.  

Tato práce je vůbec první, která se touto problematikou zabývá jak v teoretické, 

tak experimentální úrovni, a proto je obtížné porovnávat výsledky s ostatními 

experimenty. Dle výsledků v této práci lze říci, že čerstvé a měkké sýry mohou 

představovat další potenciální zdroj mikrosporidií pro člověka. 
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6. Závěr 

• Byla prokázána přítomnost E. cuniculi genotyp II v mléce a trusu koz. 

• Pasterizace kozího mléka při teplotě 72 °C po dobu 20 sekund a následná 

výroba čerstvého sýra nedevitalizuje spóry E. cuniculi genotyp I a II. 

• Byla prokázána přítomnost E. cuniculi genotyp I a genotyp II v čerstvých a 

měkkých kozích sýrech. 

• Pozřením čerstvých a měkkých kozích sýrů pozitivních na E. cuniculi 

genotyp I a genotyp II byla navozena experimentální infekce u laboratorních 

zvířat. 

• Čerstvé a měkké kozí sýry představují potenciální zdroj E. cuniculi pro 

člověka. 
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