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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt a prevalenci Encephalitozoon cuniculi
v kozim mléce a trusu, a vyhodnotit ucinek pasterizace a syfeni pii vyrobé kozich
syri na infek¢nost spor E. cuniculi pro imunodeficitni (SCID, CD4” a CD8") a
imunokompetentni (BALB/c a C57BL/6) mysi. Za experimentalnich podminek,
spory E. cuniculi genotyp Il (557 000 spér v 1 g syra) zistavaji zivotaschopné
v Cerstvych syrech oSetienych pasterizaci pii teploté 72 °C po dobu 20 sekund a jsou
schopné vyvolat infekci u laboratornich zvitat.

Pomoci nested PCR byla detekovana specificka DNA E. cuniculi genotyp | a
genotyp Il vosmi zdeviti zakoupenych kozich syri od ruznych
producentii/chovatelit v Ceské republice v mnozstvi od 1 do 202 spér na 1 g syra.
Tyto syry byly v davce 60 g/myS zkrmovény po dobu 24 dnl imunodeficitnim i
imunokompetentnim mysim. Vysledky experimentu prokazaly, ze spory E. cuniculi
genotyp | a Il zGstavaji zivotaschopné jak v Cerstvych, tak mékkych syrech a jsou
schopné vyvolat infekci u laboratornich zvirtat.

Na zaklad¢ zjisténych vysledki, by mély byt cerstvé a mekké syry povazovany

za potencialni zdroj infekce E. cuniculi pro ¢lovéeka.

Klic¢ova slova: Mikrosporidie; Encephalitozoon cuniculi; infekce; prevalence; kozi

syt; tepelné oSetfeni mléka; sytfeni



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 1l (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 | and genotype Il 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 | and 11 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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Cil prace

Nashromazdit vzorky mléka a trusu od koz z réiznych chovii v Ceské republice a
pomoci molekularnich analyz vyhodnotit prevalenci mikrosporidii rodu

Encephalitozoon a ur¢it jejich druh a genotyp.

Experimentalné ovéfit, zda jsou spory E. cuniculi genotyp II infekce schopné po

vystaveni procesu pasterace a syfeni.

Otestovat syry z riznych chovii v Ceské republice na pfitomnost mikrosporidii a
S pouzitim molekuldrni analyzy vyhodnotit prevalenci mikrosporidii rodu

Encephalitozoon a uréit jejich druh a genotyp.
Pomoci experimentalni infekce ovéfit viabilitu a infektivitu spor u zakoupenych
syru.

Vyhodnotit ziskana data a posoudit potencialni rizika infekci pro spotiebitele pii

konzumaci ¢erstvych a mékkych syru.



1. Uvod

Mikrosporidie jsou obligatni intracelularni paraziti, ktefi se vyviji pouze uvnitt
zivych hostitelskych bun¢k s aktivni latkovou preménou. Jejich hostitelé zahrnuji
riznoroda zvifata a jednu skupinu protisti (Ardila-Garcia et Fast 2012). Tyto
patogeny jsou vSak Castéji hlaSeny jako latentni infekce u imunokompetentnich
jedinct a vyvolavaji otazky o mozném riziku reaktivace po indukované imunosupresi
(Kotkova et al. 2013).

Zhruba pied 150 lety byla poprvé popsana prvni mikrosporidie, Nosema
bombycis, ktera byla zodpovédna za zhoubné onemocnéni housenek bource
moruSového (Négeli 1857). Prvni popis mikrosporidiové infekce byl u laboratornich
kralika s encefalitidou v roce 1922 (Wright et Craighead 1922), nasledné byla tato
mikrosporidie studovana, popsana a pojmenovana jako Encephalitozoon cuniculi
(Levaditi et al. 1923). Tento nazev védci pouzivali az do roku 1964, kdy bylo
navrzeno, aby se rod Encephalitozoon piejmenoval na Nosema kvuli podobnosti s
organizmy nalezenymi v ¢lenovcich (Lianson et al. 1964). Nazev Nosema cuniculi se
zachovalo az do roku 1971, kdy Shadduck a Pakes (1971) navrhli navraceni k
puvodnimu nazvu. Nejnovéjsi studie ukazuji, ze mikrosporidie jsou vSudypiitomné a
jsou nalézany v obratlovcich i bezobratlych a u nékterych protist (Ardila-Garcia et
Fast 2012).

Vzhledem k vyskytu E. cuniculi v kravském mléce (Kvac et al. 2016, Tomanova
2015) a sifeni mikrosporidii do celého hostitele (Kotkova et al. 2013), muze kozi
mléko a vyrobky z né&j piedstavovat potencialni zdroj infekce pro konzumenta. Tato
diplomova prace by méla zodpoveédét zakladni otazky, zda mikrosporidie druhu E.
cuniculi mohou byt pfitomny v kozim mléce a jestli syry vyrobené z mléka mohou

byt zdrojem infekce pro ¢loveka.



2. Literarni prehled

2.1 Taxonomie mikrosporidii

Mikrosporidie nalezi do kmene Microsporidia, tfidy Microsporea a fadu
Microsporida (Vivarés et al. 2002). Prvni mikrosporidie byly popsany v roce 1857
(Nageli 1857) a béhem vice nez 150 let formalni existence prosly fadou zmén
(Keeling 2014). Puvodné byly fazeny mezi prvoky (Protozoa) a dokonce byly po
urcity Cas pokladany za jedny z nejstarSich organismu.. Molekularné-fylogenetické
studie vSak ukazaly, ze mikrosporidie patii do fiSe hub (Fungi), nebo jsou s nimi
v uzkém piibuzenském vztahu (Volf et Horak 2007). V sou¢asné dob¢é zname kolem
2 000 druht mikrosporidii, fazenych asi do 200 roda (Vavra 2017) a z toho 14 druhti
mize infikovat ¢loveka (Sak et al. 2011).

2.2 Zivotni cyklus

Vétsina druh@t mikrosporidii nema stejny zivotni cyklus, ale pro vSechny je
spole¢na intracelularni a extraceluldrni faze. Infekénim stadiem je spora vyznacujici
se pfitomnosti injek¢ni struktury zndmé jako polarni trubice, pomoci které infikuje
hostitelskou bunku (Ardila-Garcia et Fast 2012). Za piiznivych podminek je trubice
vystielena pfimo do cytoplasmy buriky hostitele a infek¢ni obsah spory pronika do
hostitelské buniky. Néasledné mikrosporidie absolvuje dvé vyvojové faze, merogonii a
sporogonii. Merogonidlni buniky nedisponuji klasickymi mitochondriemi, ale maji
mitosomy, drobné, dvéma membranami obalené vacky, které jsou pozistatky
mitochondrii (Volf et Horak 2007). Sporogonii vzniklé Spory se uvoliuji do prostiedi
z infikovaného hostitele (Kotler et Orenstein 1998). Zralou sporu obklopuje vnéjsi
glykoproteinova a vnitini chitinova vrstva, ktera je zna¢né€ odolna vuéi nepfiznivym

podminkam Zivotniho prostfedi (Didier et al. 2004).

2.3 Encephalitozoon cuniculi

Charakteristicka vlastnost pro mikrosporidie rodu Encephalitozoon je mnozeni
se v parazitoforni vakuole (Franzen et Miiller 2001). Vegetativni formy parazita se
mnozi ve vakuole hostitelské buiiky a méni se ve spdry. Mikrosporidie postupné
vyplituje cely obsah buiky, jadro je zatlaovano a vznikd Utvar pfipominajici
tkanovou cystu Toxoplasma gondii, ale bez povrchové membrany. Spéra je ovalna,
svétlolomna o velikosti 2,5 x 1,5 um (Jirovec 1977).

Druh E. cuniculi byl pojmenovan jiz v roce 1923 (Levaditi et al. 1923) a poprvé

detekovan u lidi az v roce 1959. Spory byly nalezeny v likvoru a v mo¢i devitiletého
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chlapce s ptiznaky postizeni CNS. Byla to prvni popsana lidskd mikrosporidiova
infekce (Matsubayashi et al. 1959). Encephalitozoon cuniculi se hojné vyskytuje u
kralikd, u nichZ zpisobuje enzootickou encefalitidu, a u dalsi celé fady obratlovct,
véetné ¢loveéka (Jirovec 1977). U E. cuniculi rozeznavame 4 genotypy (I, II, III a IV),
které nejsou hostitelsky specifické. V ramci rodu Encephalitozoon je druh E. cuniculi
nejvice zkoumanou savéi mikrosporidii (Didier et al. 1995).

Rod Encephalitozoon zahrnuje dalsi étyfi morfologicky neodlisitelné druhy: E.
hellem, E. intestinalis, E. lacertae a E. romaleae (Koudela et al. 1998, Lange et al.
2009).

2.4 Pienos a zdroj infekce

Existuji dva zplsoby ptenosu. Vertikdlni neboli transplacentdrni zpiisob je
ptenos z matky na plod. Tento druh ptfenosu byl popsan hlavné u hmyzu, ale i
hlodavci, kralik®, koni, masozravct a primati. Doposud nebyl zaznamenan u lidi.
Druhy zptisob se nazyva horizontalni, kdy nejcastéjSim pfenosem je poziti infekéni
spory. Infekce se prenasi zejména fekalné-ordlni nebo urino-oralni cestou. Méné
Casto jsou popisovany jiné zpusoby ptenosu: napi. vektorem, vdechnutim nebo
sexualnim pienosem (Baneux et Pognam 2003, Didier et al. 1998, Snowden et al.
1998, Snowden et Shadduck 1999, van Rensburg et al. 1991). Ojediné¢le muze byt
infekce pfenesena pfimym kontaktem skrze oko nebo ranu (Sharma et al. 2014).

Mikrosporidiové spory jsou uvoliiovany do prostredi stolici/trusem, moc¢i nebo
dychacimi sekrety. Zdrojem infekce jsou infikované osoby nebo zvitata vylucujici
spory. Spory mikrosporidii byly zjistény i ve vod€, pudé a potravinach, kde
setrvavaji po dlouhou dobu infek¢éni (Kotkova et al. 2013). V nedavné dobé bylo
popsano jako potencialni zdroj mikrosporidii pro ¢lovéka také pasterované mléko

(Kvac et al. 2016, Tomanova 2015) a fermentované masné vyrobky (Sak et al. 2019).

2.5 Pribéh infekce

Mikrosporidioza méa velmi variabilni pribéh projevujici se Vv zavislosti na
hostiteli, druhu a genotypu mikrosporidie celou fadou rtiznych klinickych ptiznakd,
které se objevuji pfedev§im u jedincl s poruchou imunity, napiiklad u pacientd s
AIDS, kteii maji hladinu CD4+ T — lymfocyti pod 100 bun¢k v ul krve (Sak et al.
2011). Mikrosporididza se nejcastéji projevuje chronickym prijmem, ktery mize byt
spojeny s horeCkou, ubytkem hmotnosti zapfiCinénym ztrdtou chuti k jidlu a

celkovym chiadnutim (Kotler et Orenstein 1998). Rizikovou skupinou jsou také
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mlad’ata s nezralym imunitnim systémem ¢i jedinci po transplantaci organt (Didier
et Weiss 2006). Prubéh infekce u osob nakazenych mikrosporidiemi zavisi na

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

2.6 Terapie

S ohledem na lokalizaci a zejména velikosti parazita je rutinni diagnostika
znacn¢ obtizna (Markell et al. 1999). K 1é¢bé mikrosporididzy se nejCastéji vyuzivaji
ucinné latky albendazol a fumagillin. Fumagillin je antibiotikum, které¢ se aplikuje pii
1écbé  keratokonjuktivitidy zptsobené mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon
(Diesenhouse et al. 1993). Fumagillin je pouzivan také jako 1é¢ivo pii chronickych
infekcich vyvolanych druhem Enterocytozoon bieneusi u imunokompromitovanych
jedinct, avSak u nékterych pacientl byly pozorovany nezddouci Uc¢inky 1écby jako je
neutropenie a trombocytopenie (Molina et al. 2002). Fumagillin je také Gc¢inny proti
nosematdze u véel medonosnych (Katznelson et Jamiesin 1952).

Mikrosporidiézu lze také 1éCit perordlnim podédnim albendazolu. Spravné
davkovani albendazolu by mélo zarucit 1é¢bu stfevni a diseminované infekce
zpusobené E. intestinalis a E. cuniculi. Albendazol rovnéz zmirnuje klinické
ptiznaky stfevni infekce E. bieneusi, ale infekci zcela neeliminuje (Markell et al.
1999).

2.7 Vyroba éerstvych syri

Syry jsou trvanlivé mlécné vyrobky bohaté na bilkoviny a tuk. Ziskavaji se
zpracovanim syfeniny (sraZeniny) mléka. Pfi zpracovani se odd€luje ze syfeniny
syrovatka a ziskana hmota se formuje, pfipadné lisuje, soli a zraje, az je ziskan
produkt s charakteristickou chuti, konzistenci a viini (Pesek 1997). Dle vyhlasky ¢.
397/2016 Sb. je syrem mléény vyrobek vyrobeny vysrazenim mlééné bilkoviny z
mléka plsobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagulacnich ¢inidel, oddélenim
podilu syrovatky a naslednym prokysanim nebo zranim.

K nejcastéjSimu vyuziti koziho mléka patii jeho zpracovani na syry. Vyroba
cerstvého koziho syra zacind Setrnou pasterizaci mléka. Teploty nad 74 °C mohou
ménit vlastnosti mléka, obzvlasté vini a chut, a proto se zpravidla provadi Setrna
pasterizace pii 72 °C po dobu 20 sekund, ktera usmrti pfevaznou ¢ast vegetativnich
forem mikroorganismti. Pii Setrné pasterizaci dochazi k castecné denaturaci
syrovatkovych bilkovin, proto je tato metoda vhodnd pro vyrobu syrt (Gorner et

Valik 2004).
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Po dosazeni potfebné teploty se mléko okamzité zchladi na syfici teplotu
(30-33 °C). Poté¢ se prida smetanova kultura (Pesek 1997). Touto kulturou se ma
zajistit nejlepsi chut'ova jakost vyrobku a jeho trvanlivost. Dosahuje se ji tim, Ze
kyselost, vytvofend ve vyrobku uzitecnymi mikroorganismy smetanové kultury,
zabranuje ristu Skodlivé alkaligenni mikroflory, zejména hnilobné. Tvorbou
antibiotickych latek potlacuji mikroorganismy této kultury rozvoj nezadouci
mikroflory a zabranuji tim zhorSeni jakosti vyrobku (Teply 1962). Dale se ptida 36
% chlorid véapenaty, ktery mé ptiznivy vliv na srdZzeni mléka, zlepSuje konzistenci a
pevnost syfeniny a zvySuje vytéznost. Mléko se necha 30-45 minut odpocinout
(Pesek 1997). Po predezrani se ptida sytidlo, latka zpasobujici srazeni mléka. Sytidla
zivocisného pivodu (chymosin a pepsin) mohou byt jehnéci, teleci, praseci €i jina.
Chymosin se ziskava ze zaludka sajicich mlad’at prezvykavct a pepsin ze zaludkt
dospélych zvifat (Sustova et Sykora 2013). Existuji také mikrobialni syfidla.
Z mikrobialnich syfidel se vyuzivaji preparaty izolované z plisni Cryphonectria
parasitica a Rhizomucor miehei. Pomoci mikrobialnich syfidel se vyrabgji syry
ptijatelné pro vegetariany. Také rostliny obsahuji enzymy schopné koagulovat
mléko, napf. ananas, artyCok nebo ostropestiec mariansky, ale tato syfidla nejsou
komer¢né vyuzivana (Kadlec 2002). Doba srazeni je 30-40 minut, pficemz
vlo€kovani ma nastat do 15 minut, nejpozdéji vSak do 20 minut (PeSek 1997).

Nasleduje zpracovani syfeniny zahrnujici fadu operaci, které maji za tkol
podpofit synerezi, tj. smrStovani a uvoliovani syrovatky ze syfeniny po koagulaci.
Zahajuje se krajenim syfeniny harfami v okamziku, kdy je dosaZena pozadovana
tuhost. Pfi této operaci trvajici pfiblizné 20 minut vznikd syrové zrno (Castice o
velikosti 3-15 mm). Zrno se dale micha v uvolnéné syrovatce. Michani musi byt
Setrné, aby nedoslo k rozpadnuti zrn na jemné ¢astice, tzv. syrovy prach, ktery neni
zadrzen v syru a zvySuji se tak ztraty do syrovatky (Kadlec 2002).

Formovani zacina oddélenim syrovatky od syrového zrna, které se vklada do
forem (tvofitek) z nerezu nebo plastu. Nasledné se lisuje, pficemz dochazi k dalsimu
prokysavani syrd po dobu 16-20 hodin pii pokojové teploté (20-24 °C). Lisovani
napomaha oddéleni syrovatky, zajiStuje texturu syra a dava syrim findlni tvar. U
Cerstvych a mékkych syri, které se lisuji vlastni vahou, je nutné obraceni (Kadlec
2002).

Finalni vyrobek se soli. Soleni mé vliv na vyslednou chut, ovliviiuje aktivitu

kultur a enzymu pfi zrani syra, reguluje obsah vody v tésté syra, zpeviiuje povrch
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syra a potlacuje rozvoj nezadouci mikrofléry. Syry se mohou solit nésledujicimi
postupy: soleni do zrna, soleni na sucho a soleni v solné lazni. Soleni do zrna lze
charakterizovat jako piimé ptidani a michani suché soli do rozkrajené nebo pomleté
syfeniny na konci zpracovani pied formovanim. Vysledkem je rovnomérné prosoleni
celého syra v kratké dobé (10-20 minut). Pfi lisovani vSak vznika velmi slana
syrovatka. Pii soleni na sucho se roztira sucha sil nebo kaSe na povrch
vyformovanych syra. Solenim v solné 1azni se u nas soli vétSina syrii. Koncentrace
solné lazné se pohybuje v rozmezi 18-22 %. Doba soleni je zavisla na velikosti a
druhu syra. Uvedené postupy soleni lze také kombinovat. Po soleni se syry ukladaji
ve zracim sklepé k uzrani, s vyjimkou nezrajicich syru, které se konzumuji Cerstvé

(Kadlec 2002).
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3. Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Vzorky mléka a trusu
V roce 2018 byly odebirdny vzorky mléka a trusu na 6 farmach koz v Ceské
republice. Odbér trusu byl provadén pii defekaci zvifete nebo odbérem z rekta.
Vzorky mléka byly ziskany pii dojeni jednotlivych koz. Bylo odebrano 30 ml mléka
a 3 g trusu do sterilnich plastovych zkumavek a skladovano pii 4 °C az do

molekularni detekce mikrosporidii.

3.1.2 Spéry mikrosporidii pro experiment

Pro experimenty byly pouzity spory mikrosporidie druhu Encephalitozoon
cuniculi genotyp II ziskané ptivodné z piirozené infikované odchycené mysi domaci
(Mus musculus) (Koudela et al. 1994) a udrzované dlouhodob¢ in vitro v Laboratofi
veterinarni a lékatské protistologie, Parazitologicky ustav, Biologické centrum AV
CR, v.v.i. v bun&né kultufe VERO E6 v RPMI — 1640 médiu (Biotech, Praha, Ceska
republika) obohaceném 2,5 % bovinnim fetdlnim sérem (Biotech), antimykotiky a
antibiotiky (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Poté byly spory vycistény od
bunck pomoci centrifugace na Percollovém gradientu (1 dil PBS obsahujici suspenzi
bunék se sporami : 1 dil Percoll) pfi 1100 g po dobu 30 minut. Nakonec byly ttikrat

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

3.1.3 Experimentalni zvifata

Pro zjisténi viability a infektivity spor po pasteraci mléka a nasledné vyrobé syra
byly pouzity 8-tydenni mysi s vaznou kombinovanou deficienci (SCID, kmen C.B-
17/1crHsd-Prkdcs®), mysi s absenci CD4 T lymfocyti (CD4”, kmen B6.129S2-
Cd4mIMakd) “mysi s absenci CD8 T lymfocytii (CD8™, kmen B6.129S52-Cd8a™mMa/))
a imunokompetentni C57BL/6 a BALB/c my$i. VSechna experimentalni zvifata
pochazela z The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA. Mysi byly chovany v
plastikovych chovnych nadobach v IVC jednotce Touch SlimPlus — Blue Line
(Tecniplast, Buguggiate, Italie) na podestylce Lignocel select Fine (JRS GmbH &
Co. KG, Ellwangen, Némecko). Mysi mély k dispozici sterilizovanou vodu a
peletované krmivo Altromin 1314 IRR ad libitum (Altromin Spezialfutter GmbH &
Co. KG, Lage, Némecko).
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3.2 Metody
3.2.1 lzolace DNA z trusu

DNA z trusu byla izolovana pomoci komeréniho kitu Exgene™ Stool DNA

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

Postup izolovani:

K 200 mg trusu v oznacené mikrozkumavce ptipipetovat 1 ml FL Buffer, ptidat
sklenéné kuli¢ky (0,2 a 0,5 mm) a vortexovat.

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

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

Vzorek inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.

Centrifugovat 5 minut pii 16000 g.

Ptepipetovat veskery supernatant na EzPass kolonku (bil4 kolonka).
Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g a poté vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Na kolonku napipetovat 100 ul EB Buffer.

Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté.

Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

Vyhodit bilou kolonku a pfipipetovat 500 ul PB Buffer do sbérné zkumavky,
promichat pipetovanim.

Cely obsah sbérné zkumavky prenést na Mini spin kolonku (zelena kolonka).
Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g a poté vylit odpad ze sbérné zkumavky.
Napipetovat 500 ul NW Buffer na stied kolony.

Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g a vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Opét centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g a pienést kolonku na ¢istou oznacenou
1,5 ml mikrozkumavku.

Napipetovat 200 pl EB Buffer na kolonku a inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté.

Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Vyizolovanou DNA skladovat pii teploté —20 °C.
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3.2.2 lzolace DNA z tkané, mléka a syra

DNA z tkan¢, mléka nebo syra byla izolovana pomoci komeréniho kitu DNeasy

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

Postup izolovani:

Do oznacené mikrozkumavky nastiihat cca 10 mg tkané nebo 10 mg sedimentu
po odstfedéni 30 ml mléka (3 minuty pii 16 000 g) nebo 10 mg syra a ptidat
sklenéné kulicky (0,2 a 0,5 mm).

Pridat 200 ul ATL Buffer a vortexovat.

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

Centrifugovat 10 sekund pti 16 000 g.

Ptipipetovat 20 pl proteinasy K.

Pfi 56 °C inkubovat v termobloku 1 hodinu, vzorek pravidelné homogenizovat.
Centrifugovat 10 sekund pii 16 000 g.

Ptipipetovat 200 ul AL Buffer a vortexovat

Ptipipetovat 200 pnl 96 % EtOH a vortexovat

Centrifugovat 45 sekund pii 16 000 g.

Veskery supernatant piepipetovat na Mini spin kolonku a nasledné centrifugovat
3 minuty pii 16 000 g.

Odstranit odpad ze sbérné zkumavky.

Pridat 500 pul AW1 Buffer na Mini spin kolonku a centrifugovat 3 minuty pfi
16 000 g.

Znovu odstranit odpad ze sbérné zkumavky.

Ptipipetovat 500 pul AW2 Buffer na Mini spin kolonku a centrifugovat 1 minutu
pii 10 000 g.

Odstranit odpad ze sbémé zkumavky a znovu centrifugovat 1 minutu pii
10 000 g.

Nahradit sbérnou zkumavku za novou oznacenou 1,5 ml mikrozkumavku a piimo
na membranu kolonky napipetovat 200 ul AE Buffer.

Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté¢ a poté centrifugovat 1 minutu pfi
10 000 g.

Vyizolovanou DNA skladovat pii —20 °C.
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3.2.3 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pritomnost specifické DNA Encephalitozoon spp. v testovanych vzorcich byla
zjistovana pomoci nested PCR amplifikujici ITS podjednotku rRNA dle diive
popsanych metodik (De Bosscuere et al. 2007, Katzwinkel-WIladarsch et al. 1996).
Pro primarni i sekundarni PCR reakci byl celkovy objem reak¢énich smési 20 pl.
Priméarni PCR smés obsahovala 2 pl templatové DNA, 10 ul 2x AmpONETM HS-
Tag premix (GeneAll), 200 nM kazdého primeru a molekularni vodu do celkového
objemu 20 pl. Sekundarni reakce byla shodna s primarni, kromé pouziti 2 pl primarni
PCR jako templatové DNA. V termocycleru byly nastaveny reakéni podminky
nasledovné:

e Pocate¢ni denaturace 95 °C po dobu 3 minuty,
e 35 cykli zahrnujici
o Denaturace 95 °C po dobu 45 sekund.
o Hybridizace 55 °C po dobu 45 sekund.
o Syntéza 72 °C po dobu 60 sekund.
e Zavéreéna syntéza 72 °C po dobu 10 minut.
Kazda PCR zahrnovala pozitivni (DNA E. cuniculi genotyp Ill) a negativni

(molekularni voda) kontrolu.

Sekvence pouzitych primeri:
Primarni PCR
e INTS80F: 5" - TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’

e INTS580R:5'-TTTCACTCGCCGCTACTCAG-3
Sekundarni PCR
e MSP3:5- GGA ATT CAC ACCGCCCGTC (AG) (CTTAT -3’

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

3.2.4 Gelova elektroforéza
Sekundarni PCR produkty byly vizualizovany na 1 % agardézovém gelu s
pfidavkem ethidium-bromidu pomoci UV zafeni (vlnova délka 302 nm)

transiluminatorem a poté zdokumentovany.
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Chemikalie

Agar6za (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

TAE pufr: 50x TAE pufr (242 g tris baze; 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)

Velikostni marker - 100 bp DNA Ladder (Sigma-Aldrich)

Postup:

Smichat ptisluS$né mnozstvi agardzy s 1x TAE pufrem (napt. 0,4 g agardzy a 40
ml TAE pufru)

Vzniklou smés rozpustit v mikrovlnné troubé a ihned zchladit pod tekouci vodou
na teplotu pfiblizné 50-60 °C.

Do zchlazené smési piipipetovat 1 ul ethidium-bromidu a zhomogenizovat.

Gel nalit do formy s vlozenym hiebenem a nechat tuhnout zhruba 30 minut.
Vyjmout hieben a gel vlozit do elektroforetické vany.

Zalit gel TAE pufrem tak, aby byl cely ponoteny.

Do prvni jamky v gelu napipetovat 20 pl velikostniho markeru a do dalsich
jamek napipetovat sekundarni PCR produkty.

Vyvijet gel pii napéti 90-110 V po dobu cca 30 minut (az do rozseparovani
produktit).

K vizualizaci DNA fragmenti pouzit UV transiluminator.

3.2.5 Extrakce z gelu

DNA z gelu byla izolovana pomoci komeréniho kitu GenElute™ Gel Extraction

(Sigma-Aldrich).

Postup izolovani:

Vyfiznout fragment DNA z gelu sterilnim skalpelem a dat do oznacené
mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky s fragmentem gelu pfipipetovat 500 ul Gel Solubilization
Solution.

Inkubovat 10 minut v termobloku pti 50 °C a promichavat kazdé 2 minuty.

Dat si inkubovat elu¢ni pufr nebo PCR vodu na eluci na 65 °C.
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e Sestavit Binding Column G, na kolonku napipetovat 500 pl Column Preparation
Solution a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

e Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

e Piipipetovat ke vzorku 150 pl isopropanolu a promichat.

e Piepipetovat veskery objem vzorku na kolonu (Binding Column G) a
centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

e Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

e Piipipetovat 700 ul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

e Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

e Opét centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

e Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g.

e Kolonu dat do nové oznacené 1,5 ml mikrozkumavky a provést eluci
napipetovanim 30 pl per vody predehiaté na 65 °C na stied kolony.

e Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu p#i 16 000 g.

3.2.6 Sekvenovani a genotypizace
Sekvenovani PCR produktii bylo realizovano pomoci sekundarnich primert v
komer¢nich laboratotfich za pouziti sekvenacniho kitu BigDye Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Ziskané nukleotidové sekvence byly
analyzovany v Chromas Pro 2.1.8. a srovnany s referencnimi sekvencemi uloZenymi

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

3.2.7 Kvantitativni real-time PCR (QRT-PCR)

Mnozstvi spor E. cuniculi v jednotlivych vzorcich syrii a organech mysi
experimentalné krmenych syry bylo kvantifikovano pomoci kvantitativni real-time
PCR (qRT-PCR) za pouziti specifickych primert amplifikujicich ¢ast genu
kodujiciho malou podjednotku rRNA Encephalitozoon spp. a specifické TagMan
proby (268 bp; Wolk et al. 2002) za pouziti pristroje Light cycler 480 (Roche, Basel,
Svycarsko). K zhotoveni kalibraéni kiivky byla vyuZita vyizolovana DNA ze vzorkd,
které obsahovaly znamy pocet spor (10° az 10%). Jednotlivé slozky v reakéni smési
jsou uvedeny v tabulce 1. Pomoci programu Light cycler 480 Software Release 1.5.0

SP4 byla monitorovana a nasledné vyhodnocena pozitivita vzorka. Jako gen s
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konstantni expresi (housekeeping gene, HKG) byl pouzit gen pro B-aktin mysi (137
bp; Dai et al. 2009).
Amplifika¢ni program v termocycleru byl nastaven nasledovné:
e Pocatecni denaturace 95 °C/3 minuty, 45 cykli zahrnujici denaturaci 95
°C/45 sekund.
e Hybridizace 60 °C/10 sekund.
e Syntéza 72 °C/16 sekund.
e Zavéretna extenze 55-85 °C/16 sekund rychlosti 0,2 °C/1 sekundu.
Chlazeni trvalo 30 sekund pfti 40 °C (Wolk et al. 2002).

Ke kazdé qRT PCR reakci byla pfifazena negativni kontrola a vzorky o
znamych Koncentracich Encephalitozoon spp. (10°) a p-aktinu (2,94.10°%) pouzité
jako standardy. VSechny vzorky byly testovany v duplikatech. Pro dal$i vypocty byla
pouzita CT hodnota (treshold cycle), ktera byla automaticky odecitana vySe
uvedenym programem. Ze ziskanych CT hodnot byl vypocitan pocet spor v
analyzovaném vzorku. PocCet spor byl poté piepocitan na 1 g daného vzorku na
zakladé znamého poctu kopii genu pro B-aktin v 1 g organu (Sak et al. 2017b).
Vysledky byly zaokrouhleny na cela ¢isla.

Tabulka 1. Reakéni smés pro qRT PCR

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

Nukleotidové sekvence primeri a prob:

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

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

e reverse primer: 5' - ACA GCA GCC ATGTTACGACT -3’

e proba: 5'- red 640 - TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC-phosphate-
3
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[-aktin (Dai et al. 2009)

e forward primer: 5'- AGA GGG AAATCG 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'

3.3 Ovéreni acinnosti pasterizace koziho mléka a nasledné vyroby

¢erstvého syra na infektivitu Encephalitozoon cuniculi genotyp 11

3.3.1 Priprava Cerstvého syra

Pfitomnost mikrosporidii v syrovém kozim mléce byla vylou¢ena pomoci
metody PCR. Do 100 ml ové&feného mléka bylo piidano 107 infekénich spér E.
cuniculi genotyp Il. Nasledné probéhla Setrna pasterizace, kdy mléko bylo zahiato na
72 °C po dobu 20 s a bylo bezprosttedné zchlazeno na 32 °C (syfici teplota). Do
pasterizovaného mléka bylo pfimichano 5 ml smetanové kultury (kysané podmasli) a
0,1 ml CaClz (Chlorid vapenaty 36% roztok; MILCOM), za 30 minut bylo ptidano
0,1 ml chymosinového sytidla (Laktochym 1 : 5 000; MILCOM, Czech Republic).
Dale probihalo syteni 40 minut pii teploté¢ 32 °C. Vznikla syfenina byla pokrajena,
¢imz bylo vytvoreno syrové zrno. Uvolnéné zrno v syrovatce bylo zamichano.
Pomoci sita a bavinéné latky byla oddélena syrovatka od syrového zrna. Vznikly syr
byl vlozen do formy (tvofitka), kde se pii pokojové teploté nechal odkapat do
druhého dne. Mezitim byl syr pravidelné obracen. Nakonec byl syr vlozen do solné
lazné o koncentraci 18 % na 2 hodiny. Vyrobeny syr byl uchovavan v chladnicce pfi

4 °C.

3.3.2 Design experimentu

Dvé mys$i z kazdého kmene (SCID, C57BL/6 a BALB/c) byly jednotliveé
nakrmeny pfes noc 1 g syra za souCasného odejmuti granulované¢ho krmiva. Jako
pozitivni kontroly byly pouzity skupiny mySi (dvé mySi od kazdého kmene)
peroralné infikovanych davkou 107 spér E. cuniculi genotyp Il v destilované vodé.
Skupiny mysi (dvé mysi od kazdého kmene) nakrmené Cerstvym syrem, u n¢hoz
nebyla zjisténa pritomnost specifické DNA E. cuniculi, byly pouzity jako negativni
kontroly.

Mysi byly utraceny v predpokladané akutni fazi infekce z dlivodu maximalizace
uspésnosti zachytu ptipadné probihajici infekce dle vysledkt Kotkové et al. (2013) a
Saka et al. (2017a); SCID mysi 21 dni po infekci (DPI), C57BL/6 mysi 28 DPI a
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BALB/c mysi 35 DPI. Béhem pitvy byly steriln¢ odebrany vzorky jater, sleziny,
ledviny a mozku a nasledné pouzity pro molekularni detekci na ptitomnost specifické

DNA E. cuniculi v testovanych tkanich.

3.4 Pritomnost Encephalitozoon cuniculi v komeréné prodavanych
¢erstvych a mékkych syrech a ovéreni infektivity spor
3.4.1 Design experimentu

Za celem ovéfeni pritomnosti a infektivity spor mikrosporidii bylo postupné
nakoupeno 9 riznych druht Cerstvych a mékkych syri z maloobchodit nebo pfimo
od chovateld. Pritomnost specifické DNA E. cuniculi byla vkazdém ze syru
testovana pomoci PCR. Pozitivni syry byly dale pouZity pro experimentalni infekce
mysi.

Tti mysi z kazdého kmene (SCID, C57BL/6, BALB/c, CD4" a CD8") byly
jednotlivé krmeny pifes noc 5 g smési syru od jednotlivych vyrobcli za soucasného
odejmuti granulovaného krmiva. Krmeni probihalo kazdy druhy den po dobu 24 dni.
Kazda my$ béhem celého experimentu zkonzumovala celkem 60 g syru. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita skupina mysi (tii od kazdého kmene) peroralné
infikovanych davkou 107 spér E. cuniculi genotyp Il v destilované vodg. Jako
negativni kontrola byla pouZita skupina mysi (tf1 od kazdého kmene) krmend syrem,
u n€hoz nebyla zjisténa ptitomnost specifické DNA E. cuniculi.

Mysi byly utraceny v pfedpokladané akutni fazi infekce jako u predchoziho
experimentu (kapitola 3.3.2); SCID mysi 21 DPI, C57BL/6, CD4” a CD8” mysi 28
DPl a BALB/c mysi 35 DPI. Béhem pitvy byly odebrany sterilni vzorky jater,
sleziny, ledviny a mozku a nasledné& pouzity pro molekuldrni detekci na piitomnost

specifické DNA E. cuniculi v testovanych tkanich.
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4. Vysledky

4.1 Prevalence Encephalitozoon cuniculi u koz

Bylo vysetieno celkem 117 vzorkd mléka a 107 vzorkd trusu od 99 koz ze 6
riiznych chovii v Ceské republice (tabulka 2). Ze vsech testovanych vzorki byly
mikrosporidie detekovany u dvou koz v mléce na farm¢ ¢. 1, a to v koncentraci 17 a
59 spor na 1 ml mléka, a v trusu jedné kozy na farmé ¢. 3 v koncentraci 22 spér na g
trusu (tabulka 2). Nasledna genotypizace prokazala ptitomnost specifické DNA E.
cuniculi genotyp II u vSech pozitivnich vzorkl. Vsechny tii kozy byly bez zjevnych
zdravotnich problému.

Tabulka 2. Vyskyt Encephalitozoon cuniculi genotyp Il ve vysetfovanych vzorcich
mléka a trusu na sledovanych farmach koz.

Pocet vySetienych  Pocet vySetienych vzorkii/pozitivni

Cislo farmy koz/pozitivni Miléko Trus
Farma¢. 1 15/2 32/2 32/0
Farma ¢. 2 15/0 15/0 15/0
Farmac¢. 3 17/1 32/0 17/1
Farmac¢. 4 11/0 11/0 11/0
Farma¢. 5 22/0 22/0 13/0
Farma ¢. 6 19/0 5/0 19/0

Celkem 99/3 117/2 107/1

4.2  Ovéreni Gcinnosti pasterizace koziho mléka a nasledné vyroby
cerstvého syra na infektivitu Encephalitozoon cuniculi genotyp 11

Vysledky naSeho experimentu prokazaly, e v piipadé, piidavku 107 spor E.
cuniculi do 100 ml mlé¢ka byla vysledna primérna koncentrace spér na 1 g syra
557 000 spor. Krmeni experimentalnich zvifat syrem pfipravenym ze sporami
obohacené¢ho mléka prokazalo, ze spoéry E. cuniculi genotyp Il zistaly infekéni po
pasteraci mléka a nasledného zpracovani na syr (obrazek 1). Zatimco jednorazové
krmeni mysi syrem obsahujici spory E. cuniculi genotyp Il mé¢lo za nasledek vyvoj
mikrosporidové infekce jen u tii ze Sesti mysi (obrazek 1), vSechna kontrolni zvitata
inokulovana per oralné davkou 107 spor E. cuniculi v destilované vodé byla isp&sné
infikovana. Ddle byl zjiStén rozdil v intenzité infekce mezi kontrolni a pokusnou
skupinou. Zatimco u mysi krmenych syrem byly mikrosporidie detekovany pouze
v jednom z vySetfovanych organti, u mysi inokulovanych per oraln¢ doslo k rozvoji
infekce v téméf ve vSech organech (obrazek 1). Sekvence E. cuniculi ziskané z mysi

krmenych syrem a inokulovanych per oraln¢ byly identické s infekéni davkou.
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Mnozstvi spor E. cuniculi genotyp Il ve tkanich pozitivnich zvitat krmenych syrem
se pohybovalo v rozmezi od 128 do 630 spor na 1 g tkan¢ (tabulka 3). U zadné z

myS$i ze skupiny negativnich kontrol nebyla zji§téna piitomnost E. cuniculi.

Po nakrmeni Inokulovana Negativni

syrem kontrola  kontrola syra

| | [ 1 | 1
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Obrazek 1. Vyskyt specifické DNA Encephalitozoon cuniculi genotyp II v organech
imunodeficitnich (SCID, 21 dni po infekci) a imunokompetentnich (C57BL/6, 28 dni po
infekci a BALB/c, 35 dni po infekci) laboratornich mys$i nakrmenych Cerstvym syrem
obsahujicim E. cuniculi genotyp Il v mnozstvi cca 557 000 spor na 1 g syra. Inokulovana
kontrola - mysi peroralné infikované davkou 107 spor v dH.O; negativni kontrola - mysi
nakrmené negativnim cCerstvym syrem; prazdny ctverec oznacuje RT-PCR negativni

vzorek; ¢erny ¢tverec oznacuje QRT-PCR pozitivni vzorek.

Tabulka 3. Mnozstvi spor Encephalitozoon cuniculi genotyp Il na 1 g tkané u zvifat

krmenych syrem experimentalné pfipravenym ze sporami obohaceného mléka.

e Cislo . Pocet spornalg
Kmen mysi zvirete Organ tkané
SCID 2 slezina 128
BALBI/c 2 jatra 630
C57BL/6 1 ledvina 307
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4.3 Pritomnost Encephalitozoon cuniculi v komeréné prodavanych
¢erstvych a mékkych syrech a ovéreni infektivity spéor

Na zaklad¢ testovanych vzorkl syrit pouzivanych pro krmeni mysi byla pomoci
PCR zjisténa pritomnost specifické DNA E. cuniculi genotyp | nebo genotyp Il v
osmi zakoupenych syrech z deviti (tabulka 4). Specificka DNA E. cuniculi genotyp |
byla detekovana ve vyrobcich dvou ze sedmi vyrobet syra a E. cuniculi genotyp 11 u
Ctyf vyrobct. Za pomoci qRT-PCR bylo zjisténo, Ze 1 g syra obsahoval 38-202
spor/gram E. cuniculi genotypu | a 1-55 spor/gram E. cuniculi genotyp 1. U vyrobce
7 nebyla zjisténa ptitomnost specifické DNA E. cuniculi, a proto byl syr pouzit jako
negativni kontrola (tabulka 4). Vyrobce 1 je totozny s farmou ¢. 1 a vyrobce 6

s farmou ¢. 3 v tabulce 2.

Tabulka 4. Pritomnost specifické DNA a mnozstvi spor Encephalitozoon spp. nalg

syra. ! vyrobcem syra byla farma ¢. 1, 2 vyrobcem syra byla farma ¢. 3

Priumérny pocet spor

Vyrobce syra Typ syra Encephalitozoon spp. na g syra
Vyrobee 11 Cerstvy E. cuniculi genotyp 1l 1
Vyrobce 2 Cerstvy E. cuniculi genotyp | 38

mekky (pomazankovy) E. cuniculi genotyp | 81

mekky (zervé) E. cuniculi genotyp | 56

Vyrobce 3 Cerstvy E. cuniculi genotyp 1l 14
Vyrobce 4 cerstvy E. cuniculi genotyp Il 50

Vyrobce 5 cerstvy E. cuniculi genotyp | 202
Vyrobce 62 Cerstvy E. cuniculi genotyp 1l 55
Vyrobce 7 cerstvy - -

Experimentalni infekce ukazaly, ze spory E. cuniculi obsazené v syrech zlstaly
infekéni pro vSechny kmeny mysi. V pribchu predpokladané akutni faze infekce
byla specificki DNA E. cuniculi detekovana ve vsech sledovanych tkanich
(obrazek 2). U vsech kontrolnich zvitat per oralné inokulovanych davkou 107 spor E.
cuniculi genotyp Il v destilované vodé byla potvrzena infekce. Mezi infekci
nebo genotyp Il a infekci vyvolanou per oralni inokulaci ¢istymi sporami E. cuniculi
genotyp Il nebyl prokazan rozdil, pouze se lisila intenzita infekce. Mnozstvi spor ve
tkanich mys$i krmenych syry obsahujicimi E. cuniculi genotyp | se pohybovalo
v rozmezi 0d 2 do 219 spor na 1 g tkan€ a od 1 do 2 080 spor/gram tkané v ptipadé
mysi krmenych syry obsahujicimi E. cuniculi genotyp I1. Pouze u jedné CD8” mysi
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krmené syrem od vyrobce 1 obsahujiciho spory E. cuniculi genotyp Il byla zjisténa
velmi vysoka intenzita infekce 102 000 spor na 1 g tkané (tabulka 5). Z celkového
poctu 60 mysi zafazenych do experimentu byla po zkrmeni syrti obsahujicich spory
E. cuniculi genotyp I a II zjisténa infekce u 7 imunokompetentnich a 13
imunodeficientnich mysi (obrazek 2, tabulka 5). Nebyl zjistén rozdil ve vyskytu
infekce mezi imunodeficitnimi a imunokompetentnimi kmeny mysi. Infekce byla
nejéastéji detekovana v ledvinach. U zadné z mysi ze skupiny negativnich kontrol

nebyla zjisténa ptitomnost E. cuniculi.

Vyrobce 1-Eerstvy syr
Vyrobce 2-Cerstvy syr
Vyrobce 5-Eerstvy syr
Vyrobce 2-mékky syr

(pomazankovy)
Vyrobce 2-mékky syr

(Zervé)

Vyrobce 3-Cerstvy syr
Vyrobce 6-Cerstvy syr
Inokulovana kontrola
Vyrobce 7-cerstvy syr
(negativni kontrola)
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Obrazek 2 Vyskyt specifické DNA Encephalitozoon cuniculi v organech imunodeficitnich
(SCID - 21 dni po infekci a CD47, CD8" - 28 dni po infekci) a imunokompetentnich
(C57BL/6 - 28 dni po infekci a BALB/c - 35 dni po infekci) laboratornich mysi krmenych
kupovanym syrem obsahujicim E. cuniculi v mnoZstvi 1-202 spér na 1 g syra. Pozitivni
kontrola - mysi peroralng infikované davkou 107 spor v dH,O; negativni kontrola - mysi
nakrmené Cerstvym syrem od vyrobce 7; prazdny Cétverec oznaCuje QRT-PCR negativni

vzorek; éerny ¢tverec oznacuje qRT-PCR pozitivni vzorek.
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Tabulka 5. Mnozstvi spor Encephalitozoon cuniculi genotyp | (EC 1) a genotypu Il
(EC 1) na 1 g tkané u pozitivnich zvifat krmenych riznymi druhy syrd od riznych
vyrobct obsahujici spory EC I a EC 11

« Genotyp
Typ syra Genof[yp . Kmen Zviie , Pf)cet E. cuniculi
g E. cuniculi o o Organ  spor na . ,
(vyrobce) , mysi cislo - ziskany ze
v syru g tkané ry
zvirete
SCID 2 jatra 655 ECII
SCID 3 slezina 212 ECII
Cerstvy syr EC I SCID 3 ledvina 32 ECII
(vyrobce 1) BALB/c 1 jatra 555 ECII
BALB/c 1 slezina 9 ECII
CD8” 2 slezina 102 000 ECII
SCID 3 jatra 46 ECI
Cerstvy syr BALBI/c 2 moz_ek 219 ECI
(vyrobci 2 a 5) ECI CD4" 1 Iedv!na 5 ECI
CD8” 1 ledvina 8 ECI
CD8" 2 ledvina 4 EC I
SCID 1 slezina 9 ECI
MEKky syr SCID 3 moz_ek 115 ECI
(vrobce 2) ECI BALBI/c 1 Iedv!na 2 ECI
C57BL/6 2 ledvina 6 ECI
C57BL/6 2 mozek 12 ECI
SCID 1 jatra 33 ECII
SCID 1 slezina 78 ECII
SCID 3 ledvina 8 ECII
BALB/c 2 ledvina 22 ECII
Cerstvy syr ECII C57BL/6 1 ledvina 2 ECII
(vyrobci 3,4 a 6) C57BL/6 3 jatra 1 ECII
C57BL/6 3 mozek 31 ECII
CD8” 2 slezina 99 ECII
CD8” 2 ledvina 2080 ECII
CD8" 3 jatra 5 EC I

Mezi infekei u experimentu 1 (kapitola 4.2) obsahujicim spoéry E. cuniculi
genotyp Il a infekci u experimentu 2 (kapitola 4.3) obsahujicim spory E. cuniculi
genotyp | a genotyp Il nebyl prokazén rozdil, pouze se liSila intenzita infekce.
Vysledky této prace mimo jiné prokazaly, ze spory E. cuniculi genotyp | a Il

prezivaji v komer¢né nebo experimentalné vyrobenych Cerstvych i mékkych syrech.
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5. Diskuse

Jednim ze soucasnych, ale i budoucich problémt je piistup ke zdravotné
nezdvadnym potravindm. Pfes jidlo mohou byt pfendSeny bakterialni, virové,
parazitarni a plisiiové patogeny, které mohou byt pricinou riznych zdravotnich obtizi
s naslednou zvySenou morbiditou a mortalitou v populaci ¢lovéka (Scott 2003).
Naptiklad zoondzy jako kampylobakteridza, listerioza a salmoneloza mohou byt
prenaseny na ¢loveéka kontaminovanou potravou nebo pifimym kontaktem s zivym i
porazenym zvitetem (Bell et al. 1988).

Témto a dal$im zoon6zadm a zvlastnim opatienim proti nim se vénuji pravni
ptedpisy EU tykajicich se vefejného veterinarniho zdravi (napf. natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) €. 2160/2003 ze dne 17. listopadu 2003 o tlumeni salmonel a
nékterych jinych piivodct zoondz vyskytujicich se v potravnim fetézci a Smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2003/99/ES ze dne 17. listopadu 2003 o sledovani
zoondz a jejich ptivodcl), ale mikrosporidie nejsou do téchto piedpist zahrnuty.
Podle National Institutes of Health (NIH, USA) jsou mikrosporidie zatazeny jako
infekéni agens do kategorie B a jejich spory jsou na seznamu potencidlnich
kontaminantli Agentury pro ochranu zivotniho prostfedi (EPA), ptesto jejich pfenos
potravinami je doposud velmi malo prozkouman a je malo zndmo o pfirozenych
cestach prenosu (Sak et al. 2019).

Mikrosporidie jsou intracelularni sporotvorné jednobunééné patogeny, které
infikuji Sirokou skalu obratlovcli a bezobratlych po celém svéteé. Lidé a zvirata jsou
infikovani zejména mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon a Enterocytozoon, které
zpisobuji oportunni infekce u jedincli s nedostatenou imunitou (Canning et
Hollister 1992). Velkou pozornost si mikrosporidioza ziskala pfi pandemii AIDS,
kdy nakazeni jedinci trpéli chronickymi prijmy, které byly pfipisovany
mikrosporidiim (Didier et al. 1998). Encephalitozoon cuniculi je také povazovan za
jeden z infekénich pivodct odpovédnych za neplodnost a potraty koz (Cislakova et
al. 2001). Khanna a lyer (1971) jako prvni popsali E. cuniculi (dfive Nosema
cuniculi) v kozach.

Z vysledku této prace vyplyva, ze prevalence E. cuniculi u dojnych koz ve
sledovanych chovech je nizka. Z celkového mnozstvi 99 vySetfovanych koz byla
infekce E. cuniculi genotyp Il detekovan pouze u 3 zvitat (3 %). Abu-Akkada et al.
(2015) uvedli, ze 21 z 31 (67,7 %) vysetfovanych koz mélo specifické protilatky
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proti E. cuniculi, avsak pomoci molekularnich technik nebyla pozitivni zadna koza.
Obdobné vysledky uvadi ve své studii i Cislakova et al. (2001), ktefi detekovali
specifické protilatky proti E. cuniculi u 6 angorskych koz z 48 (12,5 %). Tyto a nase
vysledky naznacuji, Ze mikrosporidie rodu Encephalitozoon se v chovech koz mohou
vyskytovat relativné Casto, ale jejich vylucovani do prostiedi je ojedinélé. Rozdil
mezi relativné vysokou prevalenci detekovanou na zakladé ptitomnosti specifickych
protilatek a nizkou zjiSténou pomoci molekuldrnich technik je dan pietrvavanim
protilatek v krvi jedince po jeho vylé¢eni nebo v prubéhu chronické faze, kdy je
detekce specifické DNA v trusu, mo¢i i mléku s ohledem na intermitentni vylu¢ovani
spor problematicka (Mal¢ekova et al. 2010, Shadduck et Geroulo 1979). Na pocatku
mikrosporidiové infekce vyvolané E. cuniculi je cast&jsi vyluovani spor
infikovanym jedincem. Naopak v chronické fazi, kdy mikrosporidie infikuji vnitini
organy hostitele je vylu€ovani spor méné Casté a nepravidelné (Kotkova et al. 2013).
V této fazi se pravdépodobné nachazela vSechna sledovana zvirata v této praci.

Prevalence E. cuniculi u dojnych koz v této praci byla podobna jako u dojného
skotu ve sledovanych chovech v praci Tomanové (2015), kde ze 147 vySetiovanych
dojnic byla jedna pozitivni. Pfitomnosti infekce E. cuniculi u vySetfovanych zvifat
lze neptimo potvrdit i vysledky, které byly ziskany z komeréné vyrabénych syru.
Zatimco vétSina vzorku vySetfovaného mléka (30 ml) byla negativni na pfitomnost
spor mikrosporidii, témé&f vSechny syry vyrobené ztohoto mléka byly pozitivni.
Z tohoto by se dalo odvozovat, Ze pocCet zvifat ve stadé, kterd produkuji spory
mikrosporidii do mléka je velmi nizky, ale dochdzi ke kontaminaci celé davky mléka
pouzité k vyrobé syra.

V souladu s ptedchozimi studiemi jsme u zadného zvitete, které bylo pozitivni
na E. cuniculi, nepozorovali zadné klinické ptiznaky mikrosporididzy (Cislakova et
al. 2001). Taktéz mléko bylo bez makroskopickych zmén a bylo uvolnéno
pro lidskou konzumaci. Zadny z chovatelti neuvadél zvyseny vyskyt zanétl mlécné
zlazy u pozitivnich zvitat, coz je v souladu s vysledky Tomanové (2015), ktera
nezjistila ptfimou souvislost mezi celkovym poctem somatickych bunék a vyskytem
mikrosporidiové infekce u dojnic.

Infektivitu spor ovliviiuji téi hlavni faktory: pH, Cas a teplota. Tepelné oSetieni
mléka neboli pasterizace je technologicky proces, ktery se fidi pravnim piedpisem.
Tepelné osetfeni je z jednim zpusobul pro prodlouzeni doby skladovani potravin.

Syry vyrobené z nepasterizovaného mléka jsou potencialnim zdrojem nakazy
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patogennimi mikroorganismy. V syrech 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 byt
pfenaseny na clovéka. Kontaminace pidy muze také vést k pfitomnosti ptidnich
paraziti v mléce (napt. Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura). Proto by se mély
dodrzovat hygienické podminky a spravnd pasterizace mléka, aby se zabranilo
kontaminaci (Dhanashekar et al. 2012). Konzumace nepasterizované¢ho koziho syra a
mléka byla vyhodnocena jako rizikovy faktor toxoplazmoézy u lidi. Vysledky prace
Dubey et al. (2014) ukazuji, ze T. gondii mtze byt vylucovana do koziho mléka a je
schopna pfezit vyrobu Cerstvého syra z nepasterizovaného mléka. Naopak v syrech
vyrobenych z pasterizovaného mléka se mohou vyskytovat termotolerantni
mikroorganismy, napiiklad Enterococcus spp., Corynebacterium spp. a endospory
zastupcu rodu Bacillus (Fernandes 2009).

Spory mikrosporidii jsou diky proteinové a silné chitinové vrstvé v bunécné
sténé velmi odolné proti nepfiznivym podminkam (Mo et Drancourt 2004), naptiklad
jako je vysoka vlhkost, dehydratace, nizké teploty a vysoké nebo nizké pH (Lee
2007). Spory Encephalitozoon cuniculi piezivaji 24 hodinovou inkubaci pii pH 4 a
pH 9 (Shadduck et Polley 1978), proto solna lazen pouZzivajici se pfi vyrobé syru
nedevitalizuje spory E. cuniculi. Diky proteinové a chitinové vrstvé jsou schopny
odolavat i nékterym metodam tepelného osetfeni mléka. Dle vysledkl prace Kvace
(2016) a Tomanové (2015) je Setrna a vysoka pasterizace mléka neucinna pro
usmrceni spor E. cuniculi. Stejny vysledek se potvrdil v této praci, kdy pasterizace
koziho mléka pfi teploté 72 °C po dobu 20 sekund a néslednd vyroba Cerstvého syra
zcela nedevitalizuje spory E. cuniculi.

V tomto experimentu byla pouzita smetanova kultura, Ktera ma zajistit lepsi
chut vyrobku a jeho trvanlivost, ale také zabranuje ristu Skodlivé hnilobné
mikroflory. Tvorbou antibiotickych latek potlacuji mikroorganismy smetanové
kultury rozvoj nezddouci mikrofléry (Teply 1962). Tato prace prokazala, ze
smetanova Kultura nedevitalizuje spory E. cuniculi.

Dle studie Fuka et al. (2013) zrani syra snizuje vyskyt lidskych patogenu jako je
Staphylococcus saprophyticus nebo Salmonella spp., avsak zrani u Cerstvych syra se
neprovadi.

Na zakladé¢ nasich vysledku, kdy se sporami E. cuniculi nakazilo 20 mysi ze 60

(33,3 %), lze piedpokladat, ze pozienim 60 g Cerstvého koziho syra vyrobeného
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z mléka pozitivniho zvifete ma ¢lovek relativné vysokou Sanci se setkat s infekéni
davkou. S ohledem na mnozstvi konzumovaného koziho syra za rok, kdy celkova
spotieba koziho mléka za rok 2018 byla 0,1 kg na osobu (www.eagri.cz), lze
konstatovat, ze pozienim cerstvého koziho syra vyrobeného ze 100 ml mléka
pozitivniho zvitete mize byt clovek inokulovan az
20 000 spor E. cuniculi, coz je v porovnani s mnozstvim, které pfijmula laboratorni
zvitata v 1 g syra dostacujici k vyvolani infekce.

Tato prace je vubec prvni, kterd se touto problematikou zabyva jak v teoreticke,
tak experimentalni Urovni, a proto je obtizné porovnavat vysledky s ostatnimi
experimenty. Dle vysledkd v této praci lze fici, ze Cerstvé a mekké syry mohou

ptedstavovat dal$i potencidlni zdroj mikrosporidii pro ¢lovéka.
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6. Zavér

Byla prokazana ptitomnost E. cuniculi genotyp Il v mléce a trusu koz.
Pasterizace koziho mléka pfi teploté 72 °C po dobu 20 sekund a nasledna
vyroba Cerstvého syra nedevitalizuje spory E. cuniculi genotyp 1 a ll.

Byla prokazana ptitomnost E. cuniculi genotyp | a genotyp Il v Cerstvych a
mekkych kozich syrech.

Pozienim Cerstvych a mékkych kozich syru pozitivnich na E. cuniculi
genotyp | a genotyp Il byla navozena experimentalni infekce u laboratornich
zvitat.

Cerstvé a mékké kozi syry piedstavuji potencialni zdroj E. cuniculi pro

¢lovéka.
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