JIHO CESKA UNIVERZITAV CESKYCH
BUDEJOVICICH

ZEM EDELSKA FAKULTA

KATEDRA ANATOMIE A FYZIOLOGIE HOSPODA RSKYCH
ZN| RAT

Studijni program: B4103 Zootechnika
Studijni obor: Zootechnika

BAKALA RSKA PRACE

Blastocystis u prasat

Vedouci bakal&ké prace: Autor bakatké prace:
Mgr. Martin Kostka, Ph.D. Lakatosova Lucie

2010



JIHOCESKA UNIVERZITA V ¢ESKYCH BUDEJOVICICH
Zemédélska fakulta
Akademicky rok: 2009/2010

ZADANI BAKALARSKE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Lucie LAKATOSOVA
Osobni ¢islo: 707382

Studijni program:  B4103 Zootechnika
Studijni obor: Zootechnika

Nézev tématn: Blastocystis u prasat

Zadavajict katedra: ***Katedra veterinarnich disciplin a kvality produktd

Zisady pro vypracovani:

Cil prace: vypracovat literdrn{ refersi k danému tématu. Ve vybraném chovu prasat
podchytit vyskyt prvoki rodu Blastocystis, pfipadné dal$ich st¥evnich prvoki.
Metodika: na zékladé dostupné literatury se studentka seznami s danou problematikou
a vypracuje literdrni pfehled. Ve zvoleném chovu bude odebirat vzorky vykald zvitas

a zaznamendvat jejich zdravotni stav, zejména vyskyt priijmovych onemocnéni. Vzorky
vySetfi pomoci kultivace na vyskyt stfevnich prvoki, zejména rodu Blastocystis.

K identifikaci prvokl pouZije optickou mikroskopii. Vysledky vySetfeni budou statisticky
zpracoviny a prezentovdny pomoci tabulek a grafii.

Finanni zaji§téni: finance na materidlni zaji§t¥ni price budou poskytnuty z grantu MSM
6007665806.



Rozsah grafickych praci: tabulky a grafy

Rozsah pracovni zpravy: pFibliZzné 35 stran
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténd

Seznam odborné literatury:

— Foreyt W J: Veterinary parasitology, reference Manual. Iowa, 2001,
235s.

— Horak P et al.: Paraziti a jejich biologie. Praha, 2007, 393s.

— Rommel M et al.: Veterinarmedizinische Parasitologie. Berlin, 2000,

915s.
Vedouei bakalafské prace: Mgr. Martin Kostka, Ph.D.
*¥¥[ atedra veterinarnich disciplin a kvality produktil
Datum zadénf bakaldiské prace: 23. bifezna 2010

Termin odevzdéni bakaldiské prace: 15. dubna 2010

P &
JHOCESIKA UNIVERZITA / 4 \/
: ¥ GESKYGH BUDEJOVICICH i
\/ ,Z . ZEMEDELSKA FAKULTA = .
& studijnioduiéleni N /ML’Z'\L/I/L_/’ /

SudemtRa iz @
prof. Ing. Miloslav Soch, CSc. 370 05 Ceské Budgjovice prof. Ing. Jan Trévnitek, CSc.

dikan vedouci katedry

V Cleskch Budgjovicich dne 23. bfezna 2010



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem bakdtkou praci na témaBlastocystis u prasat
vypracovala samostatra pouzitou literaturu jsem citovala na konci pré&gewasre
davam svoleni k tomu, aby tato bakaka prace byla zwvejneéna elektronickou
cestou v pistupné casti databdze STAG provozované gdidskou univerzitou v

Ceskych Budjovicich na jejich internetovych strankéach.

V Ceskych Budjovicich

Podpis studenta



Podékovani

Dékuji vedoucimu prace Mgr. Martinovi Kostkovi Ph.Ba odborné vedeni, cenné
rady a gipominky @i zpracovani bakatékeé préace.



ABSTRAKT

Rod Blastocystis pa¥i mezi anaerobni jednob&mé, polymorfni organismy
osidlujici niZ§i travici trakt mnoha driutbezobratlych i obratlovcvéetns ¢cloveka.
Rozsahla geneticka a hostitelska rozmanitost tolpotoka je obrovska. Existuji
raizné podtypy, které jsou schopny osidlovat traviektjen rekterych hostital
Napiklad podtyp¢. 3 je zZejme jedinym podtypem lidskéhotpodu a je Eejme
proto ne¢asgji izolovanym podtypem u lidi. Neni celkem jasnélik druhi rodu
Blastocystis existuje. Kazdopadnnejlépe prozkoumanym druhem e hominis,
vyskytujici se Wwloveéka. Existuje moznost, Z8lastocystis mohou zaficinovat tizné
chorobyc¢i se podileji na gibéhu nemoci. A Ize je nalézt jak u zdravych jedinak
u pacient s gastrointestinalni poruchou. NakaZeni se blgstami je ponirné
snadné vzhledem k tomu, Ze tento prvokism@Si pomoci orani cesty ve farayst.
To je také dvod pra se Blastocystis v epidemiologickych gizkumech vyskytuji
v ponerné hojném potu.

Vroce 2009/2010 jsem ve Slechtitelském a prédik chovu prasat
odebirala vzorky oduznych kategorii (chovné neboli auwk prasnice a kanci,
samice jalové, ezi, kojici, Bhouni a od jednoho kance tzv. prid)i Celkem jsem
odebrala 46 vzork u kterych jsem provedla vy$ehi kultivaini metodou podle
Dobell-Leidlaw.Ve ¥tSiné vzorka jsem nalezlaBlastocystis a v menSi nie

trichomonady.

Kli¢ova slovaBlastocystis, trichomonady, prasata, podtypy



ABSTRACT

The genus Blastocystis belongs among anaerobiceliudar, polymorphic
organisms living in intestinal tract of many inwebtates and vertebrates including
humans. Genetic variability and spectrum of hodtghes protist is tremendous.
Several subtypes exist that are able to inhalestirte of specific hosts. For example,
the subtype 3 is probably the only human-borneygpgoaind is therefore most often
isolated human subtype. It not clear how many gseaf Blastocystis exist.
Anyway, the best known one is B. hominis isolatehf humans. It is possible that
Blastocystis is responsible for some diseases.ait lbe found in both healthy
individuals and patients with gastrointestinal diys. The Blastocystis infection
can spread easily via orally transmitted cysts.s®leystis is commonly found in
epidemiological studies.

During the year 2009/2010 | collected samples enlteeding and production
facilities of a pig farm from different categoriélsred or auction sows and boars,
female barren, gravid, suckling, and one bred boar}otal of 46 samples was
cultivated using two-phase media (Dobell Leidldw)most specimens | found

Blastocystis and, to a lesser extent, trichomonads.

Keywords:Blastocystis, Trichomonas, pigs, subtypes
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1. UVOD

Blastocystis hominis je stevni prvok, parazit, ktery byl poprvé popsan
pocatkem 20. stoleti, ale az v letech 1970 - 1980 Iekafierdt upoutal pozornost
biologi a lékai studiemi tohoto organismu. Jeho mikroskopické ryssleds
popsal (Zierdt et al. 1967 podle Stenzel a Boreh886), které byly zaloZzeny
na morfologickych a fyziologickych kritériich.

Cilem mé bakalgké prace bylo iedevSim vypracovat literarnirghled
tykajici se prvolk rodu Blastocystis. Vzhledem k tomu, Ze pomoci pouZitych
kultivacnich metod jsou d&Zr¢ zachyceni také #&tvni btikovci ze skupiny
Parabasala, je rekolik stran ¥novano i nejbznéjSim zastupgm této skupiny
u prasat. Satésti prace bylo také praktické &@eni situace v chovech prasat
- zjiS€ni, zda se ve mnou vybranych chovech vyskyRlpstocystis a stevni
bicikovci. A zda je jejich vyskyt ovlivén vékem prasat.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Blastocystis

Presto, Ze prvoci rodBlastocystis byli objeveni ténsit pred 100 lety, pokrok
ve vyzkumu byl postupny a néoy vzhledem k malému ptu laboratdi pracujicich
na vyzkumu tohoto parazita. Doposud byla morfolo@iastocystis hominis
studovana pomoci &telné a elektronové mikroskopie, ale vSechny obtaspekty
jeji biologie jsou i nadale malo probadanou oblasitmérg, dostupnostetnych
a rozmanitych molekularnich nastiaq jejich aplikace do studiBlastocystis nas

piivedla blize k pochopeni jejich biologie. (Stenaddoreham,1996)

2.1.1 Taxonomie parazita
Blastocystis hominis je stevni prvok, parazit, ktery byl poprvé popséan v roce

1912 Brumptem (Brumpt 1912 podle Stenzel a Borehd®96). GivejSi studie
Blastocystis spp ukazovaly na to, Ze se jedna o klidova stadtébvci, kvasinky,
nebo Ze jde pouze o rostlinny matekidbpory plisni. Ale ned#do se je kultivovat
na médiu pro houby a byly odolné & protiplisiovym |ékim, coz jejich zgazeni
mezi kvasinky¢i plisné zpochybnilo. Citlivé jsou na antiprotozoalni lékyap:.
metronidazol (Flagyl) je prBlastocystis toxicky) a krystalické alkaloidy (Tan, 2008)
Diive pouzivané metody dnes byly nahrazeny zejmélmydypetickou analyzou,
kterd dokazuje ZeBlastocystis pati do fiSe Sramenopila. Rise Stramenopila
zahrnuje mnohotznych skupin, zejménaizné tzv. ,hidé" fasy (nap. rozsivky,
chaluhy, zlativky a dalSi) a oomycéty (ha@hytophthora) (Tyler et al. 2006).
Zastupci fiSe Stramenopila se vyznauji tim, Ze jeden ze dvou jejich dtka
je vybaven mastigonemy (vlakny, ktera lemujikj. Je zajimavé, z8lastocystis
spp. nema Biky (v Zadném ze stadii Zzivotniho cyklu), neni paiwé a jeji z&azeni
do skupinySramenopila tak neni podp@no morfologickymi znaky. Na zaklad
molekularnich studii jgazena do nayvytvorené tidy, tfidaBlastocystea, podkmene

Opalinata spol&n¢ s opalinkami a ldikovci rodi Proteromonas a Karotomor pha.
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2.1.2 Podtypy

V sowasné dobjsouBlastocystis na zaklad rozsahlé genetické rozmanitosti
a molekularni analyzy ssr RNA genu reélethy do deviti hlavnich podtyip(Noél et
al., 2005; Stensvold et al., 2007).

Lidé mohou byt hostitelerBlastocystis od tiznych druté zvirat. podtypé. 3
byl negastji izolovanym genotypem v epidemiologickychipkumech a je asi
jedinym genotypem lidskéhoupodu (Tan, 2008) PravideinvSak byly izolovany
I podtypyc¢. 1, 2 a 4. DalSi podtypy 5- 9 byly od lidi izolovany pouze sporadicky.

Podtyp¢. 4 je podtypem izolovanym pouze od hlodaecvanatai (kromg
lidi), ale celkovy poet studii zabyvajici se timto konkrétnim podtypemmaly,
a proto by nerd byt brdn jako srrodatny. Naproti tomu podtypy 6 a 7 byly
u ptatich hostitell nalezeny opakova&rnv ramci vicero studii a Ize se proto domnivat,
Ze jejich hlavnimi zuecimi hostiteli jsou skute¢ ptaci.

Podtyp ¢. 5 je v sodasné dob prijat jako hlavni genotypBlastocystis
u prasat. Z dvodu vysoké prevalence u tohoto hostitele (Tan82@¥Sem existuji
i dalSi studie, které sdiglani k tomu, Ze hlavnim genotypem u prasat jetyod. 1
(Stensvold et al., 2009). Dale bylo zisb, Ze prasata #iou byt infikovana
i podtypenx. 2 a 3, kteréidve byly popsany vyhradru lidi a primah (Tan, 2008).

Podtyp¢. 9 byl zatim izolovany pouze u lidi, ale jen vénviemalo gripadech.
Podle vysledk fylogenetickych analyz je ovSem tento podtybpzny s podtypy
¢. 6 a 7, takZze je mozné, Ze ptaci jsou také nornfaatitelé tohoto podtypu.i&s
zdanlivou specitinost tohoto parazita je vysoka prapddobnost, Ze infekce u lidi
muze byt zfisobena ,pt&mi“ podtypy, jak bylo jiz dive navrzeno (Noél et al.,
2005).

Nové byl stanoven podtyp. 10, ktery byl izolovany od primat a
sudokopytnik v Dansku a je nejspiSe sesterskou skupinou podtypu(Stensvold
et al., 2009). Bvodem pr@ tento podtyp nebyl identifikovan jiZzide je jeho mozné
geograficky omezené ro#8hi. Navic mnoho studii {etné této) pouzivan vitro
kultury pro naslednou extrakci DNA z kultivovanyé&meni a neni znamo, zda
vSechny podtypy rostou sté&jdolre. Nag. Parkar et al. (2007) uvadi, Ze podtyR
pii spol&né kultivaci genista podtype. 1. Je proto mozné, Ze podtypl0 neroste
v bézne pouzivanych kulturach a to by mohl byt dalSitizatia pra¢ nebyl jiz dive

identifikovan. Podty@. 10 nebyl doposud izolovan u lidi.
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Blastocystis sp. (Monkey) strain MJ99 — 568 Ab107968
Blastocystis sp. (Monkey) strain MJOC — 123 (identical to Ab107968)
Blastocystis sp. (Pig) strain PJ90 — 154 Ab107961
Blastocystis sp. (Cattle) strain CI99 — 344 (1dentical to Ab107961)
Blastocystis sp. (Pig) strain PJO9 - 172 Ab107962
Blastocystis sp. {Pig) clone 4 Ay135406
Blastocystis sp. (Pig) clone 1 Ay135403
Blastocystis sp. (Pig) clone 3 Ay135405
Blastocystis hominis strain HES7 - 1 clone a Ab023378
Blastocystis hominis strain HES7 — 1 clone b Ab023400
_E Blastocystis hominis strain S
Blastocystis hominis strain Af439782
Biastocystis sp. {Chicken) strain CK86 — 1 clone ¢ Ab091241
Biastocystis sp. (Chicken) strain CK86 — 1 clone a Ab070993
Blastocystis sp. (Pig) clone 2 Avi35404
Biastocystis sp. (Monkey) strain MJOO — 424 Ab107967
Blastocystis hominis serain HI96A - 29 Ab070989
Blastocystis sp. {Chicken) strain CK86 — | clone b Ab0D1240
Blastocystis hominis strain Nand II U'31151
Blastocystis sp. (Monkey) strain MJOO — 116 Ab107969
Blastocystis sp. (Monkey) strain MJ99 — 130 (identical to Ab107969)
Blastocystis hominis strain HI96 — 1 Ab070987
Blastocystis sp. (Monkey) strain JM92 — 2 Ab070997
Blastocystis sp. (Pig) Af538348
Blastocystis sp. (Pig) strain PJ20 — 188 Ab107964
Blastocystis sp. (Cattle) strain CI99 - 284 Ab107266
Blastocystis sp. (Catile) strain CJ99 - 350 Yidentical to Ab107964)
{astocystis sp. (Pig) strain PJO9 — 148 (identical to Ab107964)
Blastocystis sp. (Pig) strain SY94 ~ 7 clone b AbDO1249
Blastocystis sp. (Pig) strain SY%4 - 3 clone a Ab070998
Blastocystis sp. {Pig) strain SY94 - 3 clone b Ab091248
Blastocystis sp. {Pig) strain SY94 — 7 clone ¢ AbGO1250
Blastocystis sp. (Pig) stram SY%4 ~ 7 clone a Ab070999
Blastocystis sp. (Chicken) clone 1 Ay135409 €—
Blastocystis sp. (Chicken) clone 2 Ayi135410 <€——
Blastocystis sp. (Duck) Ay135412
Blastocystis sp. (Japanese Quall) stramn QQO8 ~ 4 clone e Ab001247
Blastocystis hominis strain C
lastocystis hominis strain H
Blastocystis hominis strain B clone b
Blastocystis hominis strain G
Blastocystis sp. (Japanese Quall) strain QQ98 — 4 clone d Ab091246
Blastocystis sp. (Japanese Quall) strain QQ98 — 4 clone ¢ Ab091245
Blastocystis hominis strain HI97 - 2 clone b Ah091239
Blastocystis hominis strain HI97 - 2 clone a Ab070001
Blastocystis hominis strain E
Blastocystis sp. (Goose) strain BJ99 — 562 Ab107973
Biastocystis sp. (Japanese Quall) strain QQ98 ~ 4 clone a Ab070996
Blastocystis sp. (Japanese Quall) stram QQ9S8 ~ 4 clone b Ab021244
Blastocystis hominis strain B clone a Af408427
Blastocysris hominis strain HI96AS - 1 clone d Ab091238
Blastocystis sp. (Partridge) strain BJ99 - 310 Ab107972
Blastocystis sp. (Chicken) strain CK92 - 4 clone a Ab070094
Blastocystis sp. (Chicken) strain CK92 — 4 clone b Ab091242
Blastocystis hominis strain HJ96AS — 1 clone a AbD70990
Blastocystis sp. (Japanese Quall) strain QQO93 - 3 clone b Ab091243
Blastocystis sp. (Japanese Quall) strain QQ93 — 3 clone a Ab070995
Blastocystis hominis strain HI96AS - 1 clone b Ab091236
Blastocystis hominis srrain HI96AS - 1 clone ¢ Ab91237
Blastocystis sp. {Turkey) Ay135411
Blastocystis hominis strain HI00 — 5 Af408426 €—
Blastocystis hominis strain HJ00 - 4 AT408425 €—
Blastocystis sp. (Guinea - pig) strain NIH:1295:1 U51152
Blastocystis ratti {Wistar rat) stramn Wrl
Blastocystis ratt1 (Wistar raf) strain Wr2
Blastocystis ratti (Sprague Dawley rat) strain S1
Blastocystis hominis strain HI01 - 7 Ay244621
Blastocystis hominis strain HGO0 - 12 Av244620
— Blastocystis hominis strain HGO0 - 10 Ay2 44619
__[Biastocysris sp. (Rat) Av135407
Blastocystis sp. (Guinea - pig) strain U26177
Blastocystis sp. {Rat) Av133408
Biastocystis sp. {Rat) strain RNO4 - 0 clone b ADBDO1251
L Blastocystis sp. (Raf) strain RNG4 - 0 clone a Ab071000
Blastocystis sp. (Monkev) strain MJ90 — 132 Ab107070 €—
Blastocystis sp. {Pheasant) strain BJO9 - 310 Ab10797] €—
Blastocystis sp. (Pig) strain PJOO — {62 Ab107063
—I:Blastocysxis sp. (Cattle) strain CJ99 — 363 Ab107965
Blastocystis sp. (Cartle) strain CJ99 — 353 (adentical to Ab107963)
Blastocystis hominis Ay133402
Blastocystis hominis strain HV03 - 13 clone a AbGT0084
Blastocystis hominis strain HI96A — 26 clone a Ab070088
—— Blastocystis hominis strain HT98 — 1 Ab070902
Blastocystis hominis strain HV93 - 13 clone b Ab021233
Blastocystis hominis strain HI96A - 26 clone b Ab891234
— Blastocystis hominis strain HI96A - 26 clone ¢ Ab001235
Blastocystis cycluri (Lizard) €«———
Blastocystis pythoni {Python) €——
Blastocystis lapemi (Sea snake) €———

Proteromonas lacertae U37108

Subtype

1§
Subtype 5

v
Subtype 6

Vi1
Subtype 2

V1
Subtype 4

1Ay
Subrype 7

it
Subrype 3
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Obr. 1 (na pedchozi stra¥). Rozdleni jednotlivych izolatu do podtypje
neucelené a liSi se podle jednotlivych atitdtozdleni ozn&enéiimskymicislicemi
je podle Arisue et al. (2003) a ra#eni ozngené ,subtype 1-7 je podle Noél et al.
(2005). Rozdleni podle Stensvold el al. (2007) je t#nstejné jako u Arisue et al.
(2003) az na to Ze tento autokt=mil izolaty, které se zde vyz&gi Sipkami a jsou
mimo vyzn&ené podtypy, tzv ,outliers”. Volné Izolaty nachdeése u podtypu IV/
subtype 7 ozndl jako podtyp¢. 8, pod podtypem VI/ subtype 4 ozilgako podtyp
¢. 9 a u podtypu VII/ subtype 2 jako podt§p7. Tento autor také adaziuje nutnost
ujednotit popisovani jednotlivych podtypZdroj: Noél et al. 2005, upraveno.

Ziskani informaci o hostitelské spedifiBlastocystis je nezbytné pro
epidemiologické studie zabyvajici sd&eposem a Bnim parazita. S@asné
fict, ZeBlastocystis jsou parazité seigdni hostitelskou specifitou. Budouci studie by
se ngly zamefit na rozvoj rozliSeni molekularnich markepro analyzu izold

s cilem dalSiho objasni pivodce (Stensvold et al., 2009).

2.1.3 Z&kladni charakteristika
Rod Blastocystis pati mezi anaerobni jednob&imé, polymorfni organismy,

které maji v bitkach jedno nebo vice jader. Maji hladké a drsnéglagdmatickeé
retikulum, Golgiho komplex a mitochondriBlastocystis je paraziticky organismus,
ktery osidluje nizsi travici trakt mnoha dfubezobratlych ( napu Svali (Suresh et

al. 1997) a u mi& rodu Donax z peruanské severniho ebi (Pérez-Cordon et al.
2007), ale toto tvrzeni je pammé odvazné vzhledem k tomu Ze byl proveden pouze
jeden vyzkum a chito by zajisté povést dalSi vyzkumy) i obratléjako jsou plazi
(zelvy, krokodyli, je&tti, hadi, Suresh et al. 1997), ptaci (holubi, hraparubozobi;
nag. Yoshikawa et al. 1996), savci (hlodavci, Selnedikopytnici i sudokopytnici,
primati Wetre ¢loveéka; Abe et al. 2003).

Nicmérg, polymorfni povaha parazita a nedostatek stanzacdiv technice
vedly ke zmatkm a v rekterych gipadech k nespravnému vykladu Udaj
Z hromadicich se epidemiologickyahvivo ain vitro udaji jednoznan¢ vyplyva, ze
Blastocystis je patogenni. &koli je rostouci mnoZzstvitkazl o tom, ZeB. hominis
mohou byt patogenni zaditych podminek, existuji vSak i jiné studie, kigséu

opa:ného nazoru.
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2.1.4 Morfologie
Z hlediska forem rozliSujemétyti hlavni formy Blastocystis (vakuolarni,

granularni, ameéboidni a cysty)

Vakuolarni a granularni formy

Vakuolarni formy (Obr.2A) jsou kulovité a charaktewané velkou centralni
vakuolou, ktera niwe zaujimat az 90% b&mného objemu. Centralni vakuola
obvykle obsahuje jemny granularni nebo ¢klavity material, tizné elektronové
hustoty (Tan et al., 2002) a je obklopena jen tenkstvou cytoplasmy. Biky obou
forem maji nejastji sféricky tvar, dosahuji velikosti asi 4 - L4&n (vakuolarni
formy) az 10 - 6Qum (granularni formy). Vakuolarni i granularni forrspu citlivé
na teplotni zrény, osmoticky tlak a vystaveni vzduchu (Zierdt, 1p%a typickou
formu B. hominis je ¢asto pra¥ povazovana vakuolarni forma. Tato forma
Blastocystis je bézn¢ diagnostikovana ve vykalech #a&i ¢i lidi a v kulturach je to
netastji se vyskytujici forma. Granularni formy (Obr. PBlastocystis Ize hojre
pozorovat v kultivénich médiich obohacenych krevnim sérem (Zierdt319ddle
Tan, 2008).V buice se nachazi¢kolik mitochondrii fizného tvaru. Jejich vyznam
neni zcela i&jmy. Mitochondrie neobsahuji cytochromy a chyhbi jidalSi typické
mitochondrialni enzymy. Golgiho komplex je asociowa jadrem. Jader ke byt
i vice (azctyii). Pramér jadra je asi lum. Tyto formy se mnozi binarninglénim ve
dva + steji veliké jedince.

Organismus ¢asto obklopuje povrchova vrstvaizné tlousky nekdy
ozna&ovana jako fibrilarni pl&S Povrchova vrstva obsahujgadu sacharibl
a predpoklada se, Zze hraje roliippdchytu a degradaci bakterii pro vyzivunky
Blastocystis, ochrang pied osmotickym Sokem nebo poskytuji mechanickou
piekazku proti poskozeni membrany proteiny humorslioiky imunitniho systému
a postupn se khem dlouhodobé laboratorni kultivaci ztaje. V kulturachin vitro
byly pozorovany i bilky bez povrchové vrstvy. ivod pro toto ztetovani je
neznamy, ale igdpoklada se, Ze jak s&éhem kultivace snizuje vyznam bakterii
jakozto slozky vyzivyBlastocystis, dochazi i k degradaci fibrilarniho pl&as(zaman,
1997).
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Multivakuolarni a avakuolarni formy

V cerstvé stolici se mohou vyskytovat formy &kolika drobnymi, tzné
velikymi, propojenymi vakuolami. Jejich bkly méii 5- 8 um a jsou jednojaderné.
Na povrchu maji posiné silny glykoproteinovy plas(Zaman et. al., 1997). Zaman
et. al. (1999) studovali tento &8i pla¥ Blastocystis skenovacim elektronovym
mikroskopem a domnivaji se, Ze slouzi k zachycovzakiterii a jejich traveni.
V lidském stew se za utfitych podminek mohou vyskytovat i drobné (asjrh)

formy bez jakychkoli vakuol.

Ameéboidni formy

Améboidni formy (obr. 2C) prvakroduBlastocystis jsou hlaSeny jen vzagn
a jejich morfologicky popis neni jednozmy. Améboidni formy prawipodobré
vznikaji z vakuolarni formy. Jsouiklazy o tom, Ze i kultivaci vakuolarni formy
na agaru a po jeji inkubaci vysledna kolonie obsal@ocetné améboidni formy.
Velikost burgk améboidnich forem je 3 - 8m, buiky jsou nepravidelného tvaru
a lze u nich pozorovat pseudopodie. Podikterych studii u améboidnich forem
chybi centraini vakuola, Golgiho komplex, povrchovéstva a mitochondrie.
V cytoplasn® jsou ve vakuolach pohlcené bakteriefitéthnnost bakterii
a bakterialnich zbytku améboidnich forem nazhge nutriéni roli pro tuto formu.
U améboidnich forem seigrpoklada, Ze hraji z&aou roli v patogenezi (Tan,
2008). Byla provedena studie, ktera uvadi, Ze amébdormy byly nalezeny
v praijmoveé tekutig pacienta, ktery zefal na aspiréni pneumonii. Biiky nalezené
u tohoto pacienta byly nepravidelného tvarwkteré buiky obsahovaly jednu nebo
dvé velké pseudopodie. Nedavna studie odhalila, Zenakwprivka byla spojena
s ameéboidni formou rodBlastocystis, ktery pati do podtypw. 3 (Katsarou-Katsari
et al.,2008)

Cysty

Cysty(obr.2D) jsou nedavno popsanou formou paraxithledem k jejich
velikosti 3 — 5um, coz nejspiSe vedlo k z&n¢ se zbytky traveniny. Cysty jsou
proménlivého tvaru, ale &Sinou jsou vajité nebo kulovité. Cysta je chréma silnou
stnou slozenou zdkolika vrstev (Moe et al.,, 1999). Cytoplasma cystZm
obsahovat jedno adyti jadra, glykogenova zrna, tukové kapénky a maléuoly

(Tan, 2008) Mitochondrie v cystach maji jen skabyvinuté kristy. V lidské stolici

15



byly pozorovany dva druhy cyst: cysty s fibrilarniptdSeém a bez &j. Vnitini
stavbou jsou si oba druhy cyst podobné (Stenzeblet.1997). Cysty izolované
z ziviSnych vykal odhalily izné morfologické rozdily ip srovnavani s cystami
lidského B. hominis. Ve stolici opice makaka byly popsany velké (125 um)
vicejaderné cysty. Dale byly popséany velké cystgtedici kura Gallus domesticus).
Tyto cysty byly kryty jedinou fibrilarni vrstvoumaitt se nachazelo az sedm mensich
cyst obdobnych cystam. hominis (Stenzel et. al., 1997). Morfologickéznorodost
cyst by mohla byt zisobena fitomnosti fiznych druli Blastocystis.

Obr. 2 Morfologické formyBlastocystis zobrazené pod stelnym mikroskopem.

(A) vakuolarni forma je kulovita s velkou centrakdkuolou (CV). (B) Granularni forma
obsahujici fadu granularnich inkluzi. (C) Améboidni forma zdmm@a fluoresceami
mikroskopii po obarveni akridinovou oranzi, je raapielného tvaru a obsahuje jedno nebo
vice pseudopodii jako cytoplazmatické ¥¥ky (*). (D) Cysty ve fazovém kontrastu.
Meétitko odpovida 10 mikrometm. Zdroj: Tan, 2004
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Cysty byly Udajg schopny pezivat ve vod po dobu az 19 dnifppokojové
teplo€, ale byly citlivé na extrémni teplo, chlad a n&ré dezinfekni prostedky
(Moe et. al., 1996).

Autori experimentalni studie infékosti provadné na BALB / ¢ mysSich,
Wistar potkaf a fiznych druli ptaki uvedli, Ze tato forma je nepochybn
prenosnou formou parazita. (Tan, 2008)

2.1.5 Zivotni cyklus
Nedavna studie tvrdila, ZBlastocystis maji neobyejné rozmanity zfisob

rozmnoZzovani, ndpbinarni @leni, schizogonii, pteni, ¢i tvorbu zvlasStnich w&a.
Jedirt binarni @leni bylo vSak jash prokazatelnym zjsobem rozmnozovani
(Stenzel a Boreham, 1996).

Vyznam jednotlivych morfologickych forem v Zivotninyklu parazita stale
neni Uplk jasny. Multivakuolarni nebo améboidni formy, ktex@ diferencovaly
z cyst po peneseni do hostitelského organismu oralni cesteuy rganismu
zmenily v avakuolarni formu. Tato forma se potéé&nmnzpt v améboidni nebo
multivakuolarni formu a cyklus se opakuje (StenaeBoreham, 1996). Stenzel
a Boreham se domnivaji, Ze vakuolarni formy nagfézee v kultivacich jsou
ve skuténosti produktyin vitro rastu. Ale tato doménka nebyla potvrzena.
Experimentélni infekce laboratornich potkam mySi ukazala, Ze formy, které
se nachazely vin vivo kulturach jsou obdobnéém v in vitro kulturach.
Ale vakuolarni formyin vivo byly mensi (Moe et al., 1997). Obvykle obsahovaly
mensi centralni vakuolu se sij&im cytoplazmatickym okrajem. Zivotni cyklus
vakuolarni formy nazrid, Ze se diferenciovala kiudo granularni formy nebo do
ameboidni formy. Granularni forma naslédr&ala produkovat déeé vakuolarni
buiky, majici uvnit centralni vakuolu. Zatimco ameboidni forma nasieritala
produkovat vakuolarni kitky pu¢enim (Snowden et. al., 2000).

Singh, et. al. (1995) navrhuji dalSi moznyigpb Zivotniho cyklu vakuolarni
formy: vakuolarni forma po fpneseni do hostitelského organismu se¢rdm
na ameéboidni formu a nasledna precyst formu. Uvriitohoto precystického stadia
vznikaji budouci cysty schizogonii. Vysledkem jglustostnné cysty, které puknou

a uvolni dcéné vakuolarni formy.
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Obr. 3 (na pedchozi stra¥). Zivotni cyklu Blastocystis. Infekce uglovéka i zvicete za&ina
pozitim fekalni cysty. Fekélni cysta se vyvinout wltkuolarni formy, které se néasleédn
mnozi binarnim &penim. Nkteré vakuolarni formy se zmi na cysty a tyto fekalni cysty
pti zrani ztraci viSi fibrilarni vrstvy. Fekalni cysta je pot&gmesena oralni cestou na
lidského nebo zvéciho hostitele a cyklus se opakujéed¢hod z jinych forem s ohledem na
vakuolarni formu neni dostdt& prostudovan a je znazeéma gerusovanyméarami.Zdroj:
Tan, 2004

U Zivotniho cyklu zahrnujici tlustastné a tenkoshné cysty vznikla
hypotéza, Ze tlustasiné cysty jsou wezité pro penos Blastocystis do dalSiho
hostitele, zatimco tenk@siné cysty jsou autoinfeki.

Po poziti cysty hostitelem parazit piét@l zmeny v tlustém sew a rozvine
se do vakuolarni formy a i v této foéje vylucovan s vykaly (Tan, 2008). Moe et al.
(1999) zkoumali za pomoci transmisni elektronovékroskopie vyvoj cyst
ve vakuolarni formy u izolétziskanych od lidi a krys. Zjistila, Ze ziskanétgyak
od lidi tak od krys se do 24 hod. po tlavani do media zémily na vakuolarni
formu. Mikrofotografie prokazala, Ze btimé cleni vakuolarni formy jiz z&lo,

zatimco parazit byl stéle je€Ste forme cysty.
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Suresh et al. (1997) zkoumalfestni obsah gekdnlemovanych Cosymbotus
platyurus) a Svali americkych Periplaneta americana) v lidskych obydlich.
Ukazalo se, Ze oba druhy jso&zb¢ nakazeny blastocystami. Je mozné, Ze gekoni
se nakazi poziranim Svab

Budouci studie by gty brat v Gvahu genotypovouiznorodostBlastocystis
spp. u fiznych druli zvifat a i to, Ze lidé mohou byt hostitef@nych podtyg.

2.1.6 Kultivace
B. hominis Ize pistovat pordrné snadno natiznych druzich médii: n&p

Dobell, IMDM-HS (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medw + Horse Serum),
TYSGM (Clark a Diamond 2002).r@devSim pro axenizaci kmiem. hominis Ize
vyuZit schopnost blastocysist na pevném agaru (jde o utuhly 1% roztok agaru v
IMDM-HS). B. hominis vytvéii na agaru koloniefpominajici kolonie bakterii a z
agarové plotny Ize jednotlivé klongkovat do tekutého média (Ng et al. 1999, Tan
et al. 2000). Genetai dobaB. hominis je v in vitro podminkach utznych kmei
razna, v experimentu Zierdta a Swana (1981) bylazgitd 8,5 hod az 19,4 hod.

2.1.7 Mikroskopie
Blastocystis predstavuje znmé problémy pro diagnostické labonao

Prvnim problémem je nejista patogeneze tohoto paranZ odrazuje mnoho léka
od zvazeni, Ze jwodcem choroby ii¥e byt Blastocystis. Za druhé, polymorfni
povaha organismu ve vihkém mikroskopickém preparafize vést k zamné
s kvasinkami, vytrusovci rod@yclospora sp. nebo tukovymi kapénkami.

Piim& mikroskopie je obvykle provéda obarvenim vzorku. &nre
se vyuZziva barveni Lugolovym roztokem ve vihkyctkmskopickych preparatech,
které obarvi prvoky trvale a rychle. Barveni trimimem, coz je dalSi rutinni barveni
v mnoha Klinickych laboratich, je podleznych studii k detekci &vnich prvok
(veetrg blastocyst) jegtvhodrejsi (Gardner et. al., 1980) (Tan, 2008).
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2.1.8 Prevalence a epidemiologie
Blastocystis je parazit ubigitarni a celo&eové rozsteny (Jelinek et al., 1997).

V nekterych epidemiologickych pekumech je to népstji izolovany parazit vibec

(Tan, 2008) Obecr plati, Ze vysSi vyskyt infekce je v rozvojovychrdeh nez ve

vyspilych (Boreham a Stenzel, 1996). V ramci komunity ngSi socials

ekonomickou arovni, ktera trpi Spatnou hygienowtfitho prostedi, gevazrg diky

nedostatku vody, kanalizace a odvozu odpadu, jsuvystaveny #tSimu riziku

infekce (Tan, 2002Prevalence je nizka nay zemich jako je Japonsko (0,5 az 1%)

a Singapur (3,3%) a vysokd v rozvojovych zemictetnwt Argentiny (27,2%),

Brazilie (40,9%), Kuby (38.5%), Egypta (33,3%)nddnésie (60%) (Tan, 2008).
Nedavné pizkumy pomoci PCR metody a nasledného sekvenovani g®

SSU rRNA vrhaji nové s¥#lo na roz&ieni tiznych genotyf Blastocystis v lidské

populaci i u zviecich hostitél a také poskytuji informace o moznétemposu mezi

hostiteli nebo o zdroji ndkazy prdoveka. Yoshikawa et al. (2004) pouzili tyto

molekularni metody pro teni zastoupeniteznych podtyg Blastocystis u lidi

v Bangladési, Bmecku, Japonsku a Paékistanu. Nejdoming&im podtypem

v téchto zemich byl podtyp. 3 (41,7 - 92,3%) a na druhém ndislyl bud’ podtyp

¢. 1 (7,7 - 25%) nebo podtyp 6 (10 - 22,9%). | dalSi studie nazof, Ze podtyp

¢. 3 je podtypem lidskéhotpodu a také Ze neexistuje zZadna souvislost mezi

geografickym fivodem a genotypefBlastocystis.

2.1.9 Infekce a nemaoci
Blastocystis hominis se EZn¢ nachazi jak u zdravych jedinctak u pacierit

s gastrointestinalnimi poruchami.

Infekce se mize penasSet fekakroralni cestou kontaminovanou vodou
¢i potravinou (Morris et al., 2009). Klinické projgwnemoci, které byly zisobeny
Blastocystis spp. jsou nespecifické a zahrnuji nevolnost, nestaivi, bolesti ficha,
nadymani, plynatost a akutni nebo chronickyijgm. Z €chto giznaki byly
u pacient negastji zaznamenany bolestificha a péjem. Mezi dalSi fiznaky
spojené s infekciBlastocystis pati leukocyty ve stolici, eozinofilie (chronicka
eozinofilni leukémie) a kozni vyrazky, zejména kola (Tan, 2008).

Zda se, ze parazit je obeécnneinvazni. Nékteré studie naziaiji,

Ze extraintestinalni infekcBlastocystis spp. se mohou vyskytnout priEdnictvim
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jiného invazniho patogenu. Fekalni leukocytydsv o zartlivém prijmu, ktery
muze byt disledkem jak infe&nich tak neinfeknich onemoceni, jako jsou zagtliva
strevni onemoceni a infekce zfisobené bakterier@lostridium difficile, Salmonella
spp. aShigella spp. V sodasné dob existuje jen malo ikazi o tom, Ze infekce
zpisobendBlastocystis sama o sabvede k rozvoji zattlivych prajmu. DalSi studie
nazn&uji souvislost mezBlastocystis a syndromem podraZui stev (IBS- Irritable
Bowel Syndrome). To je furki porucha sev, ktera je spojena s bolestnfidha

a poruchami vyprazavani (Tan, 2008).

2.1.10 Lécba
Samotna pdeba I€by osob nakaZenycBlastocystis je nejasna vzhledem

ke sporné patogenezi organismdastému spontannimu vymizeniiznaki nemoci
(Tan, 2008). V fipadech, kdy je Iba opravena je nejastji piedepsanym
antibiotikem metronidazol. Studie ukazaly, Ze km@&hastocystis izolovany
od rniznych paciert muiZze vykazovat rozdilnou citlivost na metronidazolap\
cysty mohou byt odolné az na 5mg/ml Iéku. Morfotb@i a rozsahla geneticka
riznorodost organismu ide vysétlovat pozorovanou variabilitu ve vnimavosti
k lekim a gipadné selhani &y. (Ok et al.,, 1999 podle Tan, 2008) uvedli,
Ze vymycenBlastocystis Iéky je mozné nebo aspaeniZzeni piznaki u vice nez 90%
jedinai. Naproti tomu studie Moghaddam et al. (2005) ukagauze 22% vymyceni
parazifi u infikovanych jeding. Sirokospektralni antibiotikur®aromomycin, které
se pouziva pro u akutni a chronickéigtvni amébiazy prokazalo tgmou I€bu
i infekce Blastocystis spojenych s koznimi onemagrimi, prevazre koprivkou
(Tan, 2008). Naslednén vitro studie o vnimavosti¢tyt axenickyxh kmet
Blastocystis k riznym I1ékim vSak ukazalo, Zearomomycin nebyl inhib&ni pro
parazita.

| pies dikazy, Ze metronidazol nebytiany ve vSech fipadech je povazovan
za nej@inngjSi 1€k na infekciBlastocystis a nasled& po metronidazolu jsou dalSimi
vhodnymi Iéky cotrimoxazol a nitazoxanid. Budoutiidse by se rdy zamgtit
na rozdily mezi jednotlivymi genotypy a Iéky na pisobici. Dale na mechanismus,

ktery pisobi rezistentnciti metronidazolu.
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2.1.11 Zvifeci model
Nedavné studie ukéazaly, Ze krysy aida jsou vhodnymi kandidaty

na zvfeci modely. Absence studii na tatech byla hlavni igkdZzkou pro chapani
patobiologie Blastocystis. Experimentalni infekce byly zkoumany na potkanech
mySich, motatech a kiatech (Tan, 2008). Experimentyprovadné
na bezmikrobialnich meoatech zjistily, Ze jsou citlivé na infekdBlastocystis
prostednictvim oralniho a intracékalnihékovani (Phillips a Zierdt, 1976).¢tka
infekce vedla u zvat k pajmam a histologickym zignam sliznice slepéhoist/a.
PozdjSi studie experimentélni infekce mladych (éez 8- i tydennich) BALB / ¢
mysSi blastocystami naopak obécpontans vymizela, i kdyz u gkterych mysi se
objevil Ubytek hmotnosti a histologické vyfati ukazalo zatlivé reakce
a olupujici se sliznici. Mirny fbéh a spontanni vymizeni této infekceize byt
zpisoben jak nizkym patogennim potencidlem tohoto #é&nkho izolatu
Blastocystis tak moznosti, Zze mySi obecnnemusi byt dobrym hostitelem
Blastocystis. Prizkumy ukazaly, Ze laboratorni mySi nejso&ziymi hostiteli
Blastocystis, zatimco krysy a domaci ez, a to zejména kata, jsoucasto
infikované blastocystami (Lee a Stenzel, 1999).

Zkoumana byla i schopnost konkrétnich izblatfikovat i dalSi hostitele.
Nap. izolaty od motat a laboratornich mySidmou infikovat laboratorni potkany
(Wistar), izolaty od kepelek a hus mohou zase snadno nakazat&ayTanizaki et
al., 2005). Infeknost fiznych genotyf Blastocystis izolaovanych z lidi byla
testovana na potkanech ar&iech. Infekce probihal@are a liSila se podle toho, ke
kterému podtypu izolat nalezel (v tomtiigact Slo o podtypy 4 a 6). Je zajimave Ze,
podtyp¢. 3, ktery je nespiSe primarfidskym podtypem, nefize nakazit kéata ani
krysy. Podtyps. 7 miZe infikovat pouze kitata, coz nazraje, Ze tyto podtypy maji
omezené spektrum hostiigllguchi et al., 2007)
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2.2 Trichomonady

| v naSich kultivénich experimentech zatifenych na vyskytBlastocystis
u prasat byly v kulturachéine pozorovany také svni trichomonady (Bikovci
fadu Trichomonadida). Béhem dalSi prace s kulturamifestnich prvok prasat
se vyplati zabyvat se také jimi a jejiciipgmdnym vztahem s infekci blastocystami.
Proto je d¢ma nejgzn¢jSim rodim stevnich praséch trichomonad v této praci
vénovana nasledujici kapitola.

Informace do tohotélanku jsem n&erpala pedevsSim zlanka (Hibler et al.,
1960) a Cepicka et al. 2006).

2.2.1 Taxonomie parazita
NadiiSe: Eukaryota

RiSe:Mastigota

Kmen: Axostylata

T¥ida: Parabasalea

Ré&d: Trichomonadida (Hausmann, 2003)

2.2.2 Zakladni charakteristika
Trichomonady jsou prvoci vyskytujici se v nosniidgt Zaludku, tenkém,

tlustém a slepém g domacich prasat. Hammond, Fitzgerald & Johnsor) (18
oznamili, Ze tyto kiikovci byli nalezeni v nosni dutin(56,3% ze 64), v zaludku
(10,2% ze 329) a ve slepéniest (73% ze 431) vzorcich odebranych od prasat v
zapadnich Spojenych Statech.
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2.2.3 Tritrichomonas

Dvé negastji se vyskytujici tritrichomonady u prasat:

Tritrichomonas suis
Morfologie

V Zalude&nim obsahu prasat byl nalezen pouze jeden morftkggtyp
trichomonady. Podobné trichomonady byli také nalgzee slepém g, tenkém
sttew a nosni dutia Nepatrné rozdily meziémito trichomonadami byly
v morfologii a v reakcich na kultivaciT. suis jsou charakteristické dlouhym
vietenovitym tvarem (obr. 4) ale & nizou mit i hruSkovity nebo kulaty tvar.
Béhem pa&ateiniho obdobi kultivace byl vySSi podil trichomondderé ngli
hruskovity tvar. T. suis se pohybuje v nativnich preparatech pom rychle,
piimocare, podobn jako pibuznaT. foetus. Burgcna Usta nebyla pozorovana.
Filopodia byla ¥tSinou kratka a nepravidelnaii predni béiky jsou @iblizné stejré
dlouhé jako d&lo. Nekteré btiky byly ukorteny bulevnatou strukturou. Undulujici
membrana a Zebro, které ji podepira, jsou ukog téngt u konce &la. Undulujici
membrana ma vysku asi 1. Zadni volny kiik byl obvykle kratSi neZto a u
mnoha exempla byl tento btik ukonten jemnymi viakny. Ovalné nebo protahlé
jadro se nachazelo wgxni 1/3 &la, obvykle v dorzomedialni pozici. Tvary jader se
znané liSily mezi jednotlivymi buikami. Jadro bylatasto @i barveni protargolem
velmi silné obarveno, ale ménvyrazre byla zabarvena granula. Jadro také
obsahovalo velky a napadny endosom.
Reakce na kultivaci: tyto trichomonady daie rostly v modifikovaném Plastridge,
CPLM, Diamond‘s médiu. &xem p@ateniho obdobi kultivace vivodni kultue
a v prvnich subkulturach & trichomonadyc¢asto okrouhly tvar nez je obvyklé
a rostly pomaleji. Tento jev e byt zgsoben nefznivym &inkem dalSich
organisnii, kteri byly pritomny v p@ateinim obdobi kultivace. V nasledujicich
trichomonady byly fitomny v nej¥tSim p@&tu na spodnéasti zkumavky. Vzhledem
k tomu, ZeT. suis byla izolovana z Zaludku, ¢o by byt pH <5, ale prodlouzeni

Zivotnosti v kultivaci bylo dosaZendipH v rozmezi 6,5- 8,0.
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Tritrichomonas rotunda
Morfologie

Tritrichomonas rotunda je typicka Sirokym hruskovitym nebo &s ovalnym
¢i elipsovitym tvarem (obr. 5). Délka&la bez vy¥nivajici casti axostylu je obvykle
jen o 1/3 ¥tSi nez Jka. Tato trichomonada se pohybuje pomaleji mebuttreyi,
T. suis a T. foetus. Télo bylo mér pruzné nez ul. suis. Buni¢na Usta nebyla
pozorovana. fli predni bEiky jsou zhruba steindlouhé a jsou vyrazndelSi nezdo.
Kazdy z béika je ukorten uzlovitou nebo lopatkovitou strukturou. Unduduji
membrana je menvyraznda jeji vySka byla fmérné 1,14 pum. Undulujici
membrana a Zebro bylo obvykle rae$io (Fiblizng Y2 az%/; délky €la. U nskolika
mensSich exempitd membrana dosahovala az na kongda. tZadni volny hiik byl
kratSi neZdlo a obvykle byl ukotien jemnymi viakny, ktera &a primérnou délku
1,20 um. Délka €chto vlaken byla tedy podst&twetSi nez uT. suis a T. Buttrely.
Jadro bylo velké afifblizn¢ kulovité s endosome a obklopené&tsym kruhem. Jadro
bylo vzdy umistno v grednicasti v centralni neborbetni poloze.
Reakce na kultivaci: V primarnich kulturach byla nejtsi koncentracd. rotunda
zhruba ve sedni¢ésti zkumavky. V prvnich subkulturdch rostl tentwld rychle
a casto byl peoetrgjSi nez T. suis, pokud tyto trichomonédy byly iffomny.
V subkulturach bylyT. rotunda pritomny v nej¢tSim p@tu na dg zkumavky.
Navzdory rychlémutstu v prvnich subkulturach séi plelSi kultivaci jejich vyskyt

rychle snizoval a ve 4. az 5. subkuéyiz nebyly nalezeny.

2.2.4 Tetratrichomonas

Zakladni charakteristika

DalSim rodem trichomonad vyskytujicim se u prasabfTetratrichomonas.
Molekularre fylogenetické studie ukazuji, ze v ram@du Trichomonadida neni
blize gibuzny vySe zmiénému roduTritrichomonas, ale paiti spolu s dalSimi
nékolika rody doceledi Trichomonadidae (Hampl et al. 2006). iedpoklada se, ze
nékteré druhy tetratrichomondd mohou infikovat Siroggektrum hostitelskych
taxoni jako jsou ptaci a lidé vifpact T. gallinarum (Cepika et al., 2005; Kutisova
et al., 2005; McDowell, 1953) a u obojzivelaila plazi v pripad T. prowazeki
(Honigberg, 1951), zatimco jiné druhy jsou omezeayjediného hostitele, nap
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T. microti- hlodavci (Wenrich a Saxe, 1950)), limacis- slimaci (Kozlov, 1945;
Salleudin, 1972),T. brumpti- Zelvy (Honigberg, 1951)T. didelphidis-vacnatci
(Andersen a Reilly, 1965; Tasca et al., 2001)buttreyi- sudokopytnici (Hibler et
al., 1960; Jensen a Hammond, 1964)[. avis- ovce (Andersen a Levine, 1962).
Druhy tetratrichomondad Ize nalézit$inou v dolnicasti zazivaciho traktu u Sirokého
spektra zviecich hostitel véetre pijavic, mekkysi, ryb a vSechitd suchozemskych
obratlov@i. Malo je vSak znamo o hostitelské spe¢ifitetratrichomonad

a parabasalidobecs.

Nejcastji se vyskytujici se tetratrichomonada u prasat:

Tetratrichomonas buttrevyi

Morfologie

Tento druh je podstatn menSi neZz ostatni dva vySe zgmé@ druhy
tritrichomonad. Tvar je obvykle elipsoidni, alékieri jedinci byli vice protahli (Obr.
5) Pohyb byl rychly, nevyzpytatelny aifmeny. Bugcéna Usta nebyla pozorovana. 3
az 4 pedni bEiky se fzre liSily v délce a ¥tSinou byly dvakrat delSi neZlo.
Kazdy btik byl ukorten uzlovitou nebo lopatkovitou strukturou. Unduwiji
membrana byla relatiénvysoka, pimérné 1,35 um. Pfimérna délka zadniho
volného bkiku byla giblizné stejna jako délkala, ale u Bkterych exemplé byla
témei dvakrat delSi ne&lo. Zadni béik byl obvykle zakoten v jemnych viaknech.
Axostyl byl porérné Gzky s lopatkovitou hlagkou. Jadro byl@asto ovalné pobliz
piednicasti tla a obsahovalo maly endosom
Reakce na kultivaci: T. buttreyi byli nejpaetrgjSi v horni ¢asti zkumavky
v blizkosti mista &ovani. MnoZeni obvykle poktavalo po dobu 4 nebo 5 dni,
pokud nedoSlo k ieristani bakteriemi. Tetratrichomonady, které bylycakm
kultivovany v jinych médiich, &y néapadg vétSi roznéry (délku a Jku tela

v praméru o 0,75um VétSi nez normaky).

Poradi forem v kulture: V kulturach, které obsahovaly vSechnii truhy
trichomonad, byliT. buttreyi nejpaetrsjSi po prvnich 48 hodinach vapodni
kulture. V prvni pasazi sd. rotunda vyskytovala obvykle ve &Sim pdtu nez
T. suisaT. buttreyi. Vzhledem k tomu, Z&. suis byly v této fazi kultivace SirSi nez

jindy, mohli byt proto snadno zameny sT. rotunda. V druhé afteti subkultiie byl
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tvar T. suis jiz typicky a rychleji rostly, zatimco et T.rotunda zaal klesat. Ve
¢tvrté a paté pasazi Jerotunda jiz nevyskytovala austala pouz€. suis (17,37).

Vyskyt: T. suis se vyskytuji mnohemcasteji nez ostatni druhy pr&seh
trichomonad. U 100 prasat u kterych byly odebrangrky z nosni dutiny, Zaludku,
tenkého dtva a slepého igva, byli nalezenyl. suis v nosni dutiy, Zaludku
a slepém s$ew u 5 prast, v nosni dutintenkém sew a slepém $ew u 3 prasat,
dale v nosni dutiha slepém &ew u 32 prasat, v Zaludek a slepérfegt pouze u 1
prasete, v nosni dutinu 15 prasat a pouze u 4 prasat ve slepdawvestVyskyt
T. suis v Zaludku prasatiejmé souvisi s pH.T. suis byly zjiSttny pouze u dch
prasat, u kterych se pH pohybovalo v rozmezi meZi.g. rotunda a T. buttreyi
byly zjisttny v nizSim pétu. S vyjimkou nalezenych. buttreyi u jednoho prasete
v tenkém gew byly tyto dw trichomonady nalezeny pouze ve slepérawt Byla
zjiStena korelace mezi vyskytem a mnozstvichto #i druhi. VEtSi populacd. suis
aT. buttreyi byli nalezeny v po¥kud tekutjSich konzistencich, zatimco rotunda

se obvykle nachazela pouze v pgsgich konzistencich (Hibler et.al., 1960).

Obr. 4 Tritrichomonas suis. Obr. 5 Tritrichomonaginda. Obr. 6 Tetratrichomonas buttreyi
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3. MATERIAL A METODIKA

Vroce 2009/2010 jsem ve Slechtitelském a prédik chovu prasat
odebirala vzorky oduznych kategorii (chovné neboli auwk prasnice a kanci,
samice jalové, iezi, kojici, Bhouni a od jednoho kance tzv. prid)i Celkem jsem
odebrala 46 vzoik

Vzorky ¢erstvych vykal jsem odebirala z podlahy kotce v neporusenim stavu
do plastikovych kelimk diewnou Spachtli. Poté jsem kelimek o&e cislem
a zapsala si pt#bné Udaje (kategorie¢k;, vaha, plemeno, pohlavi).

Vzorky jsem vySdbvala v parazitologické Ilabordto naslednici den
po odlEru. VySeteni byla zam‘ena na vyskyt prvakrodu Blastocystis a ¢ast€né
na stevni trichomonady, které se ve vzorcich tézmd vyskytovaly. Nejprve jsem
Klickou odebral&ast vykalu a natkovala do tekuteho medidipraveného metodou
podle Dobell-Leidlaw. Poté jsem zkumavky vlozila dermostatu nastaveného
na 37°C a kultivovala po dobu 3 @WnPo tech dnech jsem obsah zkumavky
pieatkovala a dalSi 3 dny @p kultivovala. Jednotlivé prvoky jsem identifikowal

pomoci s¥telného mikroskopuip400nasobném z¢Seni.

Dvoufazové médium podle Dobell-Leidlaw (1926), mofikovano:
Dobell-Leidlawovo médium se sklada z pevné a telslbéky. Ol slozky
se fipravuji oddtlené a medium je zkompletovano bezpresirt pied pouzitim.
Pevnou slozku fedstavuje 1,5 ml koagulovanéhonk&ého séra. Sérum se necha
koagulovat v Sikmo poloZzenych skismych zkumavkach v horkovzduSném
sterilizatoru jednu hodinuip80°C. Tato procedura se druhy den opakuje, alby by
zniéeny gipadné kontaminujici organismy &ii ze spor fezivSich prvni fazi
sterilizace. Zkumavky s pevnou fazi jsou skladovangdnici. Tekuta slozka média
se sklada z 500 ml Ringerova roztoku a 50 ml skedatlebraného vaj@ého bilku.
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Tab. 1 SloZeni Ringerova roztoku:

Roztok A Roztok B

NaCl 3,259 CaGl. 2 HO 0,08 g
NaHCQ 0,19 Destilovana voda] do 50 ml
KCI 0,07 g

NaH,PGOs . HO 0,005 ¢

Destilovana voda| do 450 m

Oba roztoky jsou fipraveny a autoklavovany odéne, aby se pedeSlo
vysrazeni fosfdit v pritomnosti vapenatych katiant Po zchladnuti oba roztoky
smichame aifdame 50 ml pipetou sterdrodebraného vaj@ého bilku (piblizné ze
dvou vajec). Tekuta sloZzka je pak uchovavana vilahednici. Red pouzitim média

pievrstvime pevnou slozku 3 ml tekuté slozky.
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4. VYSLEDKY
Tab. 2 Odbr 8. 11. 2009 - SLECHTITELSKY CHOV

Kategorie \ék Véha v kg Plemeno B T
1 Prasnice tezi 2,5 roku 180 BU - -
2 2,5 roku 180 BU - -
3 Prasnice kojici | 2,5 roku 230 BU ++| +
4 2 roky 200 LA +++| -
5 Behouni 1,5 nésice 10-12 BUXLA ++ | -
6 1,5 mésice 10-12 DUxP ++| -
7 Prasnice chovné 8 nesice 125 BU - -
8 (aukeni) 8 mesice 120 LA - -
9 Kanci chovni 7 nmesice 105 LA + -
10 | (aukeni) 7 mésice 115 BOxP + -
Tab. 3 Odbr 29.11.2009- SLECHTITELSKY CHOV

Kategorie \ek Vaha v kg Plemeno B
1 Prasnice jakové| 3 roky 170 BU - -
2 a lrezi 4 roky 180 BU + +
3 1,5 roku 150 BU + -
4 Prasnice kojici | 3 roky 190 BU - -
5 1,5 roku 190 LA + -
6 3 roky 200 BU - -
7 Behouni 1 nesic 18-15 BU, DU ++| -
8 1,5 mesice 10 BU, DUXP| ++| -
9 Prasnice chovne 4 nesice 60 BU + +
10 (aukeni) 5 mesial 80 BUXLA + -
11 Kanci chovni 8 nésial 110 DUxP - -
12 (aukeni) 8 mesiai 105 DU - -
Tab. 4 Odbr 8.12. 2009- PRODUKNI CHOV
Kategorie \ek Vaha v kg Plemeno B

1 Prasnice jalové | 8 ntsial 140 BUXLA - +
2 2, 2 roku 190 BUXLA - +
3 9 nesial 135 BUXLA - +
4 1, 6 roku 210 BUXLA + +
5 Kanec- prulyi 2 roky 300 BUXLA + +
6 Prasnice tezi 2 roky 195 BUXLA + +
7 3 roky 250 BUXLA + -
8 7 mesiai 190 BUXLA + +
9 Prasnice kojici | 4, 7 roku 180 BUXLA + -
10 3, 2 roku 180 BUXLA - -
11 Béhouni 1 nesic 8 BUXLA - +
12 1 mésic 8 BUXLA - -
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Tab. 5 Od#r 2.2. 2010- PRODUKNI CHOV

Kategorie \ek Vaha v kg Plemeno B T
1 Prasnice jalové | 1,75 roku 200 BUXLA
2 3, 2 roku 210 BUXLA + +
3 1,2 roku 190 BUXLA - -
4 Prasnice tezi 5 nesial 185 BUXLA - -
5 3, 2 roku 195 BUXLA - -
6 7 mesiai 196 BUXLA ++ | -
7 Prasnice kojici | 11 n&sia 170 BUXLA ++ | -
8 10 nesia 180 BUXLA - -
9 9 nsial 190 BUXLA - -
10 Béhouni 1ntEsic 8 BUXLA + -
11 1nesic 8 BUXLA - -
12 1 mesic 8 BUXLA ++ | -
Legenda:

B- Blastocystis, T- Trichomonady, BU- Bilé uslechtilé, LA- LandeasDU- Duroc,
P- Pietrain, BO- Bilé uSlechtilé otcovska linie

Hodnoceni vyskytu prvakrodu Blastocystis a stevnich trichomonad jsem

provadla na zaklad tohoto systému:

Tab. 6 Systém hodnoceni:

Znxky Zvétseni (40x)

+ 5 a mén burgk na zorném poli
++ do 20 butk na zorném poli

+++ vice nez 20 buik na zorném poli
- Zadné biikky nebyly nalezeny
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Graf 1 a 2 vyjatliji zavislost mezi celkovym gtem odebranych a ptem infikovanych

vzorki.
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V procentualnim zastoupeni je vysiBrastocystis 59% ve Slechtitelském
chovu a 50% v produkiim chovu. BohuZel tyto vysledky nejsou&odatné

vzhledem k nizkému @tu odebranych vzortk

Graf 3 Vyskyt trichomonad ve Slechtitelském a pitaghim chovu

25
20
15

16

infikované vzorky

AN

celkem vzork(

Slechtitelsky chov Produkéni chov

Graf 1 a 2 vyjatliji zavislost mezi celkovym gtem odebranych a ptem infikovanych
vzorki

V procentualnim zastoupeni je vyskyt trichomonad6Ea ve Slechtitelském

chovu a 37,5% v proddkim chovu. Tyto vysledky nejsou téz &wdatné vzhledem

k nizkému poétu odebranych vzotk
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5. DISKUZE
Vroce 2009/2010 jsem ve Slechtitelském a prédik chovu prasat

odebirala vzorky oduznych kategorii (chovné neboli auwk prasnice a kanci,
samice jalové, ezi, kojici, Bhouni a od jednoho kance tzv. prid)i Celkem jsem
odebrala 46 vzorfk Z toho 22 ve Slechtitelském chovu a pozitivnicn wyskyt
Blastocystis bylo 12 vzorki. V produknim chovu jsem odebrala 24 vzérl z toho
bylo 10 vzorki pozitivnich. Kultivaci jsem provath metodou Dobell-Leidlaw.
Zjistila jsem Ze sdlastocystis vyskytovali u 59 % ve Slechtitelském chovu a 50 %
v produknim chovu.

Své vysledky porovnhavam s vyzkumem Abe et al. (20@® odebrali 61
vzorka z 12 farem v zapadnim Japonskui¢@mz 58 vzorlt bylo pozitivnich
na vyskyt Blastocystis. Vzorky byly odebirany fimo zrekta prasat a vyskyt
Blastocystis zkoumali pomoci sitelné mikroskopie s vyuzitim fekalni suspenze, kdy
priblizn¢ 0,1 g vykah bylo rozmichano v 1 ml fyziologického roztoku
a pefiltrovano res gazu. Poté a0fekalni suspenze bylo zkouméano podtsinym
mikroskopem fi 200x zwtSeni. Pokud se ve vzorku nachazBlgstocystis bylo
20Qul fekalni suspenze nakovano na dvoufazovy agar, ktery popsal (Yoshikatva
al., 1995). Po 3-5 dnech kultivacei 87°C, byly vzorky opt pozorovany pod
swtelnym mikroskopem. Pokud se 5-ty dBlastocystis ve vzorcich nevyskytovaly
byly povazovany za negativni. Abe et al. (2002)lidoZawru, Ze seBlastocystis

vyskytovala u 95% prasat v tomto vyzkumu.
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6. SOUHRN

Prvoci rod Blastocystis pafi mezi anaerobni jednob&mé, polymorfni
organismy osidlujici niZSi travici trakt mnoha dilezobratlych i obratlovcveetns
¢loveéka. Prvoka lze snadno kultivovat nnych druzich medii. V mém vyzkumu
jsem pouzivala kultivaci podle Dobell-LeidlaBlastocystis se d@li do 10 podtyg
a dale se @uji nové podtypy. U prasat se é&$tji vyskytuji podtypy¢. 5 a 1, kde
je spor, ktery zd&hto podtyid je hlavim genotypem u prasat. Dale se u nich
vyskytuji i podtypyc. 2 a 3.

V rozvojovych zemich je infekce blastocystami vy&oéle neni jednoztiaé
zda u jedind nakazenychBlastocystis zahdjit I€bu vzhledem k tomu, Ze infekce
meéla v rekterych ipadech spontagnmizejici charakter nemoci. Kazdop&dn
nejiEinngjSim Iékem je antibiotikem metronidazol.

Budouci studie by se &y zantfit na rozaleni jednotlivych drub
Blastocystis do ukitych podtym a ujednotit popisovani jednotlivych podtypDale
na to jaké druhylastocystis jsou schopny infikovat hostitele a jak Siroké gpek
hostiteli miZou nakazit jednotlivé druhy.A to jak zavaznazm byt infekce a jaké
poruchy niiZe u jedince vyvolat.

Vroce 2009/2010 jsem ve Slechtitelském a prédik chovu prasat
odebirala vzorky oduznych kategorii (chovné neboli auwk prasnice a kanci,
samice jalové, ezi, kojici, Bhouni a od jednoho kance tzv. prid)i Celkem jsem
odebrala 46 vzork Zjistila jsem, Ze Blastocystis se vyskytovali u 59 %
a trichomonaddy u 13, 6% ve Slechtitelském chovuprduknim chov
seBlastocystis vyskytovali u 50% a trichomonady u 37, 5%.
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Summary

Protists of the genus Blastocystis belong amongerabéc unicellular,
polymorphic organisms inhabiting lower intestinedct of numerous invertebrates
and vertebrates including humans. The protist caredsily cultivated on several
types of media. In my work, | used cultivation oredia of Dobell-Leidlaw.
Blastocystis can be divaded in at least ten sulstyged new subtypes are still being
described. In pigs, subtypes 5 and 1 are most cariynfiound. It is not quite clear,
which one is main Blastocystis subtype in pigs.edubtypes that can be found in
pigs are 2 and 3.

Blastocystis infection is quite common in develgpoountries. It is not clear
whether or not to use medicaments to cure the tiofe@s it appears to disappear
spontanneously. Anyway, metronidazole is most ieffic antibiotic against
Blastocystis.

Future studies should focus on dividing Blastosyspecies into appropriate
subtypes and unite the description of new subtypéso on host specifity of
Blastocystis subtypes and its influence on hosltinea

In the year 2009/2010 | collected samples in theeting and production
facilities of a pig farm from different categoriélsred or auction sows and boars,
female barren, gravid, suckling, and one bred boar}otal of 46 samples was
cultivated using two-phase media (Dobell Leidlavdiscovered thaBlastocystis
was observed in 59% and trichomonads in 13, 6% elecion breeding. In

production breedin@lastocystis occurred in 50% and trichomonads in 37, 5%.
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