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2. LITERARNiI PREHLED

2.1. ZAKLADNI PARAZITOLOGICKE POJMY (Ryiavy a kol.
1989; Kofinkova 2006)

» parazitizmus (cizopasnictvi) je v pfirodé velmi rozsifeny biologicky jev, ktery
poméhé udrzovat ekologickou rovnovahu v ekosystémech, patfi mezi nejsloZit&jsi
urovné vzajemnych vztahl dvou organismi. Jednd se o koexisten¢ni vztah
organisml, z nichZ jeden (parazit) ziskava vyhody na ukor druhého (hostitel) nebo
ho néjakym zplsobem poskozuje, tedy parazit je metabolicky zavisly na svém
hostiteli.

» parazit je organismus Zijici po cely Zivot nebo alespoii jeho ¢&ast na téle ¢i v téle
jiného organismu — hostitele. Parazit Zije na ukor jiného organismu (Zivi se jeho
tkanémi) a je s nim tésné svazan svym Zivotnim cyklem.

» prevalence je procento hostitelil napadenych danym druhem cizopasnika; tj. pocet
parazitovanych hostitelti déleny celkovym poétem vySetfenych hostiteld krat 100

» intenzita invaze je pocet jedincii daného druhu parazita na hostiteli ¢i v hostiteli

» definice Zivotniho cyklu parazita:

“Zivotni cyklus zahrnuje viechny jevy probihajici v komplexu Parazit — Hostitel —
Prostfedi od vzniku vaji¢ka v matefském jedinci do smrti z tohoto vajicka
vzniklého potomstva, vcetné vSech vyvojovych stadii dcefinnych jedincd

morfologicky nestejnorodych s jedincem matefskym.”

2.2. DELENI PARAZITU

» Podle lokalizace
e ektoparaziti - cizopasi na povrchu téla hostitele
e endoparaziti - cizopasi ve vnitinich organech hostitele
¢ etopicka (netypicka) lokalizace: vznika, pokud parazit pfi své migraci hostitelem
mine cilovy organ a usadi se na atypickém misté (Fasciola hepatica — motolice jaterni

v mozku)




» Podle vazby na hostitele

obligatni - ¢ast jejich Zivotniho cyklu nezbytné zahrnuje paraziticky zpisob Zivota
fakultativni (pfileZitostni) volné Zijici Zivocichové, ktefi mohou za ur¢itych podminek
(napf. oslabeni hostitele) pfejit k parazitickému zpusobu Zivota

nahodny — parazit, ktery napadne Zivo€icha, jenZ neni jeho normalnim hostitelem, ale
postupné se miiZe na tohoto nového hostitele adaptovat

hyperparazit — parazit slouzici zaroven jako hostitel pro dalsiho cizopasnika
pseudoparazit — organismy nebo jejich ¢asti, které pfi diagnostice paraziti mohou byt

pro svou vnéjsi podobnost zaménovany s vyvojovymi stadii ¢i s dospélci parazith

» Podle ¢asového useku v Zivotnim cvklu kdy parazituji

trvali (permanentni) - cely Zivotni cyklus parazituji, tedy Ziji po celé obdobi své
dospélosti uvnitt nebo na povrchu téla svého hostitele (7rypanosoma sp.)
docasni (temporalni) - parazituji pouze ob¢as, po urcitou ¢ast svého Zivota se Zivi na

svém hostiteli a pak ho opousti (komar)

» Podle specificity hostitele

stenoxenni - jsou specializovani na urcity druh hostitele (Isosppora suis)

euryxenni - jsou schopni cizopasit u riznych hostitelt (7oxoplasma gondii)
specifi¢nost cizopasnika (host specificity) = schopnost vyskytovat se na ¢i v jednom
nebo vice druzich hostitelli (spektrum hostiteltl), at’ jiz na urovni definitivniho hostitele

nebo mezihostitele

» Podle typu Zivotniho cyklu

monoxenni - ke svému vyvoji potfebuji jednoho hostitele (Eimeria tenella)

heterogenni - ke svému vyvoji potfebuji vice hostitelt (7oxoplasma gondii)




Obrazek 1: Typy Zivotnich cykli paraziti (Kofinkova 2006)
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» Podle vazby na hostitele

Stejné jako parazity mizeme i jejich hostitele rozdélit do nékolika kategorii.

definitivni hostitel - hostitel, v némz parazit dosahuje pohlavni zralosti a produkuje
vajicka ¢i larvy

mezihostitel - hostitel, ve kterém probéhne ¢ast vyvoje parazita, ale parazit v ném
nedosahne stadia pohlavni dospélosti. V mezihostiteli se vyviji vétsinou tzv. infekéni
(invazni) stadia, ktera po vniknuti do definitivniho hostitele mohou vyvolat nakazu
paratenicky (transportni; rezervoarovy) hostitel - Zivoéich, ktery stoji mimo vlastni
Zivotni cyklus parazita (neni pravym hostitelem, ani pravym mezihostitelem). V
paratenickém hostiteli se mohou kumulovat infekéni (invazni) stadia parazita a v ném
mohou i del3i dobu pfezivat, aniz by ztratili schopnost vyvolat novou nakazu.
rezervoarovy hostitel - hostitel, ktery ptedstavuje zdroj nakazy parazitem pro
ekosystém a umoziuje cizopasnikovi pfezivat v podminkach, kdy neni k dispozici
vhodny hostitel

nihodny hostitel - hostitel, ve kterém parazit dlouho nepfeziva ani se nevyviji, ale

atypicka migrace jeho larev v téle hostitele mize byt i patogenni




2.3. PREHLED SYSTEMU PRVOKU (Chroust a kol. 1998)

2.3.1. Taxonomické zarazeni druhu Giardia intestinalis
Podiise: Protozoa
Kmen: Sarcomastigophora
Podkmen: Mastigophora
Ttida: Zoomastigophora
Rad: Diplomonadida
Celed’: Hexamitidae

Rody: Giardia, Spironucleus, Hexamita, Octomitus

2.3.2. Taxonomické zaiazeni rodi Cryptosporidium spp., Eimeria spp. a

Isospora
Podfise: Protozoa
Kmen: Apicomplexa
Tiida: Sporozoea
Podtiida: Coccidia
Ré4d: Eucoccidiida
Podfad: Eimeriina
Celed’: Eimeriidae
Rody: Eimeria, Isospora, Tyzzeria, Wenyonella, Caryospora, Cyclospora
Celed’: Cryptosporidiidae
Rod: Cryptosporidium




2.4. KOKCIDIE A KOKCIDIOZA

Kokcidie jsou obligatné intracelularni jednobunééni protozoarni parazité, ktefi
zpusobuji klinicka onemocnéni hospodafskych i volné Zijicich zvifat. Vétsina kokcidii jsou
jednohostitelské druhy, které parazituji v burikach stfevni sliznice a zpusobuji prijmova
onemocnéni. Obdobné jako ostatni uzitkova zvifata je i prase hostitelem mnoha druhl
stfevnich kokcidii (Koudela 1999).

Kokcidioza je jedna z hlavnich chorob zplsobujici prijem u sajicich selat, ktera ma
vyznamny dopad na produkci prasat. Divodem neni vysoka mortalita, ale pomémné vysoka
morbidita a nachylnost postizenych selat k sekundarnimu rozvoji bakterialnich a virovych
infekci. Selata zaostdvaji v ristu a znaéné tim ohroZuji parametry produkce prasat a
ekonomické vysledky pro producenty (Balounova 2005).

U prasete domaciho (Sus scrofa domestica) je popsan jeden druh rodu Isospora (Stuart
a Lindsay 1986). Kokcidie Isospora suis je taxonomicky fazena spole¢né s ostatnimi
kokcidiemi do kmene Apicomplexa a je plivodcem klinického onemocnéni, ktera je

v literatufe oznacovano jako kokcidioza sajicich selat nebo isosporoza (Koudela 1999).

2.4.1. Historie a rozsiFeni isosporézy

Prestoze kokcidii Isospora suis a jeji klinické pfiznaky po experimentalni infekci prasat
byly poprvé popsany Biesterem a Murrayem jiz v roce 1934, prvni prace vénované
klinické kokcidiéze jsou az z roku 1976 — O'Neill a Parfitt. Do dne$ni doby byla
kokcidioza sajicich selat prokdzana v fadé zemi celého svéta. V USA a Kanadé byla I. suis
diagnostikovana u 10 az 15 % selat s prijmovym onemocnénim a ekonomické ztraty
zpisobené kokcidiézou v chovech prasat v USA byly odhadovany na 10 miliond USD
ro¢né (Lindsay a Blagburn 1994).

O vyskytu L suis v CR poprvé informoval Napravnik v roce 1987. V druhé poloviné 80.
let v rdmci rozsahlé studie byl v 10 chovech CR, riiznych typt technologie zjistén vyskyt
kokcidie 1. suis u 7 % az 62 % selat (Koudela 2000a). V 90. letech byl uvadén vyskyt
oocyst 1. suis ve 3,3 % az 40 % vzorki trusu prasat odebranych celkem ve 20 chovech

v riznych regionech Moravy (Luke3ova a kol. 1997).




2.4.2. Morfologie kokcidie druhu Isespora suis (obrazek 2)

Kokcidie I suis je jednohostitelsky vnitrobunéény protozoarni parazit. Jednim ze
zékladnich urcujicich znakt kokcidii na urovni druhu je velikost, tvar, barva a charakter
obsahu oocyst (Koudela 1999) a to pfedev§im pocet sporocyst a v nich obsaZenych
sporozoitll. Vysporulované oocysty /. suis obsahuji 2 sporocysty se 4 sporozoity (Chroust a
kol. 1998).

Oocysta ma sféricky aZ subsféricky tvar a jeji velikost je 17 - 25 x 16 - 22 pm (18,1 x
20,6 um). Sténa oocysty je hladka, bez mikropyle a ma lehce naZloutlou barvu (Chroust a
kol. 1998; Koudela 2000a). Sila stény je 1,5 pm. Vnéjsi obal oocysty je ¢iry a bezbarvy
(Rommel a kol. 2000).

Velikost sporocysty kokcidie rodu 7. suis je 13,4 x 9,2 pm.

Obrazek 2: Morfologie oocysty Isospora suis (Vojtkova 1987)
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2.4.3. Vyvojovy cyklus kokeidii (Chroust a kol. 1998; Koudela 1999), (obrazek 3)
Vyvojovy cyklus jednohostitelskych kokcidii sestava z ¢asti, ktera probiha v hostiteli

(endogenni vyvoj) a z ¢asti probihajici ve vnéj$im prostfedi (exogenni vyvoj).

2.4.3.1. ENDOGENNI VYVOJ
1. Excystace je proces uvolfiovani sporozoitli ze sporocyst a oocyst k némuz dochazi po
pozieni infekéni (vysporulované) oocysty v pocatecnich usecich traviciho traktu. Mezi

faktory podminujici excystaci patfi - télesna teplota hostitele, koncentrace CO,, Zaludeéni




Stavy, trypsin, Zlucové soli, atd. Jejich plisobenim dochazi k dezintegraci stény oocysty,
k rozpusténi Stiedova a substiedalniho téliska, k uvolnéni $vii sporocysty a k uvolnéni
pohyblivych sporozoiti do lumen stfev. Tento proces in vitro popsal Lindsay a kol. 1983.
Endogenni vyvoj isospor probiha v cytoplazmé enterocyti tenkého stieva. Nejvice
vyvojovych stadii se nachazi v zadnim jejunu a ileu, méné casto byla vyvojova stadia
prokazana v céku a kolonu (Vitovec a Koudela 1990). V prubéhu endogenniho vyvoje je

mozné rozlisit dva typy merontl (schizontt) a stadia gametogonie.

2. Proces merogonie zacina penetraci sporozoitii do buné€k hostitele. Ti pomoci organel
apikalniho komplexu penetruji bunéénou membranu hostitelské buiiky. Uvniti buiiky se

sporozoiti zakulacuji a méni na jednojaderny meront. Meronty prvniho typy maji dvé jadra

a déli se endodyogonii, procesem, kdy uvnitf matefské buiiky - merontu vznikaji dva

merozoity. Druhy typ merontd je vicejaderny a vznika z ného aZ 16 merozoitd. Vznikli

merozoiti se po rozpadu buriky uvoliuji a napadaji dalsi buriky hostitele. Podet generaci

merogonie se vét§inou pohybuje mezi dvéma a ¢tyfmi.

3. Proces gametogonie — merozoiti posledni generace se po penetraci do hostitelské
burky transformuji na pohlavni stadia, sam¢i mikrogamonty a sami¢i makrogamonty.
Jadro mikrogamontu se mnohocetné déli za vzniku pocetnych mikrogamet. Ty jsou
protahlého tvaru, vybavené biciky, které jim po uvolnéni z buriky umoziiuji aktivni pohyb.
Makrogamonty se nedéli, ale pouze rostou a po oplodnéni mikrogametou se méni na

zygotu, opoustéji hostitelskou buriku a posléze i organismus hostitele.

2.4.3.2. EXOGENNI VYVOJ

4. Sporulace je proces, pii kterém se finalni ¢ast vyvojového cyklu - sporogonie, ve
vné€jSim prostfedi méni na infekéni oocystu. Z hostitelské buriky se uvolfiuji nezralé
oocysty délici se ze stadia jedné burky tzv. sporontu pies sporoblasty na finalni, infekce
schopné sporozoity. Pribéh zrani oocyst je ovlivnén vlhkosti, teplotou a pfitomnosti
kysliku. Doba sporulace oocyst 1. suis je ve srovnani s jinymi druhy kokcidii savcu velmi
kratka. Pfi teploté 20 °C jsou oocysty infekéni za 56 hodin a pfi teploté 25 °C jiz za 40
hodin. Nejrychlejsi sporulace je pfi teploté 37 °C. Pfi této teploté jsou oocysty plné
infekéni jiz za 12 hodin (Lindsay a kol. 1984; Ernst a kol. 1986). Tato vlastnost oocyst /.

suis ma vyznamny vliv pro rychlé §ifeni isospordzy v chovech prasat.




Prvni oocysty v trusu selat se objevuji za ¢tyfi az pét dni po infekci. Tato doba se
oznatuje jako prepatentni perioda. Patentni periodou se rozumi doba, po kterou jsou
oocysty vyluovany trusem. U /. suis trva 8 az 16 dni a ma cyklicky charakter s dvéma az
ttemi vrcholy vylucovani v intervalu péti dni (Vitovec a Koudela 1990). Christensen a
Henriksen (1994) uvedli trvani prepatentni periody 5 az 7 dni, délku trvani patentni
periody 8 az 16 dni. Ta je rozdélena na dvé az tii faze. Cyklicky charakter vylu¢ovani

oocyst naznacuje moznost existence extraintestinalnich stadii /. suis.

Obrazek 3: Vyvojovy cyklus kokcidie Isospora suis (Lindsay a Blagburn 1994)

SR, / Fig 2 Ufe cycle of lsospora suis of swine (Reproduced, with
=== ' O permission, from Ref 29.)
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2.4.4. Zdroje a Sifeni isospor

Problém zdroje a Sifeni infekéniho agens, tj. oocyst Lsuis, byl v odborné literatuie
dlouho diskutovan. Pivodné se predpokladalo, Ze zdrojem infekce selat jsou prasnice. Tuto
domnénku vSak dalsi detailni sledovani prasnic v chovech s isosporézou selat nepotvrdilo
(Lindsay a kol. 1984; Koudela a kol. 1986a). Tim nejdulezitéj§im zdrojem infekce je vnéjsi

prostfedi kontaminované oocystami [ suis. Tento piedpoklad je nepfimo potvrzen




pozitivnim vlivem asanace vnéjsiho prostiedi a terapie zaméfena na selata a tim na sniZeni

vyskytu isosporozy v chovech (Lindsay a Blagburn 1994).

2.4.5. Pribéh a klinické pFiznaky isosporézy selat

Isospor6za se projevuje jako akutni prijmové onemocnéni, které postihuje selata 5 az
15 dni stara. Ojedin¢le se klinické onemocnéni, spojené s infekei Zsuis, vyskytuje u selat
v obdobi odstavu. Trus postiZzenych selat je nejprve pastovity, v pribéhu jednoho az dvou
dnt pfechazi ve Zluty, vodnaty, nekrvavy prujem, ktery pfetrvava 3 az 5 dni, kdy je
konzistence trusu opét pastovita. Selata jsou potiisnéna na zadni ¢asti téla trusem a v kotci
se §ifi zapach zkazeného mléka (Koudela 2000a).

V nasledném obdobi je trus kaSovité konzistence a mlize obsahovat zvy$ené mnozstvi
hlenu. Po tomto obdobi prijmu dochazi u nékterych selat k zacpé a trus ma charakter
zlutych pelet. Pro kokcidiozu selat je charakteristicky pribéh onemocnéni ve vrhu.
Soucasné je prijmem postizeno pouze 30 - 75 % selat ve vrhu. Také v ramci chovu ¢i
sekce zpravidla prodélava prijmové onemocnéni pouze ¢ast selat. Postizena selata
zaostavaji v ristu a pfi odstavu jsou ve vrzich nevyrovnana. Souhrnna nemocnost selat do
odstavu je vysoka a dosahuje 75 - 100 %, ale morbidita je vzacna (Koudela 2000a).

Béhem procesu mnoZeni isospor muze dojit k vazZnému poskozeni tenkého stfeva
(jejunum a ileum), epitelialni odmrt’, atrofie klki (klky se stavaji krat$§imi). Disledkem je
zniCeni velkého mnozZstvi intestinalniho epitelu coz vazné porusuje absorpéni a zaZivaci
funkci. To v8e ma za nasledek prijem, nizké hmotnostni pfiristky a pomaly rist selat.
Dalsi komplikace miiZe nasledné zpusobit to, Ze intestinalni pfestavba trva podstatné déle
nez je cyklus parazita. Tim se povzbuzuje invazi dal$ich patogenu, protoZe ochranna

funkce sliznice je vazné poskozena (Balounova 2005).

2.4.6. Patologicky nalez (Koudela a Vitovec 1987)

Patologické zmény vyvolané Lsuis jsou nejvice patmé 7. aZ 14. den Zivota selete.
Nejcastéji a nejhife byva postizena kaudalni oblast stfedniho jejuna a kranialni oblast
zadniho jejuna. Vétsina endogennich fazi I suis napada epitel vrcholki klku.

Makroskopicky nalez ve stfevech nakaZenych zvifat je variabilni a méni se od
kataralniho zanétu aZz po nekrotickou enteritidu. Nahodile byly zaregistrovany fibrino -

nekrotické pseudomembrany na vnitinim povrchu tenkého stieva.
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V histologickém obrazu je dominantni atrofie klkG rizné intenzity, sristy klka,
metaplazie epitelovych bunék, ve vaznych ptipadech s nekrozou vrcholovych ¢asti klki a

hyperplazii stfevnich krypt. Vazné postiZzeni miva obc¢as za nasledek kompletni ztratu klka.

2.4.7. Terapie a preventivni opatieni

Strevni vystélka se regeneruje velmi rychle po ukunceni prijmu, ale stfevni klky
zustavaji atrofované dlouhodobé. Tim dochazi ke zmenSeni resorpéni plochy stieva
(Macek 2006).

V minulosti byla vyuZivana celd fada lé¢ebnych preparati, ale vysledky nebyly
jednoznac¢né. Dnes se vyuziva antikokcidika toltrazuril (BAYCOX®), které bylo vyvinuto
proti kokcidiéze driibeze. Vzhledem k negativnimu vlivu isospor na resorpéni schopnosti
stteva neni efektivni terapeuticky zasah, ale metafylaktické pouziti, které zlikviduje
pocatecni infekci a nastartuje vznik doZivotni imunity (Macek 2006).

Proto je dulezité podani pfipravku v dobé, kdy jesté nedoSlo k poSkozeni stievni
sliznice, tj. 3 aZz 5 dni po narozeni. Piipravek se podava oralné v jednorazové davce viem
selatim ve vrhu. Doba podani preparatu je velmi vyhodnd, protoze mize byt jednotna s
obvyklou aplikaci Zeleza selatim. Rychld lé¢ba mizZe zpomalit nebo utlumit rozvoj
reinfekce a miiZze zkratit obdobi klinickych piiznaki, zmensit pocet vyluc¢ovanych oocyst
do prostfedi, zmirnit prijem a zmens$it pravdépodobnost sekundarni infekce a uhynu.
Nasledné se také sniZuje mnoZstvi pouZivanych antibiotik a stoupa uniformita selat ve vrhu
(Balounova 2005).

Z hlediska prevence je nutné dodrzovat vSechna zoohygienickd opatfeni a provadét
dikladnou asanaci. Oocysty kokcidii jsou viak ve vné&j$im prostiedi extrémné odolné a
zustavaji infekceschopné po dlouhou dobu. Odolavaji také béZnym asanaénim postuptim a
dezinfekénim prostfedkim. Pouze desinfekéni latky na bazi ¢pavku jsou schopny
devitalizovat oocysty kokcidii. Z fyzikalnich faktorli se na devitalizaci oocyst kokcidii

doporucuje horka para (> 70 °C) (Tubbs 1987, Larsen 1996).
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2.5. ROD EIMERIA

Podobné jako u mlad’at jinych druhti hospodaiskych zvifat (telat, jehfiat a kizlat) je i
eimerioza prasat vyvolana pocetnou skupinou kokcidii z rodu Eimeria (Daugshies a kol.
2004). U prasat bylo do roku 2002 popsano 13 druhi kokcidii rodu Eimeria (Daugshies a
kol. 2002). Eimerie maji velky vyznam u riznych druhd zvifat, ale u prasat jsou
povazovany za méné dulezité, protoze piirozené infekce byvaji pouze sporadicky

spojovany s klinickou nemoci (Daugshies a kol. 2004).

2.5.1. Morfologie

Kokcidie rodu Eimeria jsou stejné jako Isospora suis monoxenni (jednohostitelsky)
vnitrobuné¢ni protozoarni parazité, jejichz cely vnitrobunéény cyklus aZ po vytvoreni
oocysty probéhne v burikach jednoho hostitele. Qocysty zraji na vzduchu mimo télo
hostitele a béhem sporulace se v nich vytvéii 4 sporocysty. V kazdé sporocysté vznikaji 2
infekéni stadia — sporozoiti. Morfologie vysporulovanych oocysty a doba sporulace jsou
dilezité pro druhové urovani eimerii (RySavy a kol. 1989). Morfologii n&kterych druhi
eimerii uvadi tabulky 1 a 2.

Sporozoit eimerii je rohli¢kovitého tvaru s centralné uloZenym jadrem a s apikalnim
komplexem na ,,pfednim* konci. Sporozoiti lezi uvnitf sporocyst. Sporocysta ma relativné
tenkou, jednovrstevnou sténu. Procesu excystace napomdhaji Stiedova téliska na jednom
z poll sporocysty. Sténa oocysty je dvojvrstva, na jednom z p6li s vyraznym ztenéenim,
tzv. mikropyle. Pro nékteré druhy je typicka tzv. polova ¢epicka, piekryvajici mikropyle
zevné. Tyto struktury rovnéz slouzi v procesu uvoliiovani sporocyst, resp. sporozoitl
z oocyst (Chroust a kol. 1998). Morfologii oocyst uvadi obrazky 4 a 5.

Oocysty Eimerii spp. se ve vnéj§im prostiedi stavaji infekceschopné po 5 az 12 dnech,
v zéavislosti na druhu Eimeria (Karamon a kol. 2007).

Rychlost sporulace je také ovlivnéna teplotou vné&jsiho prostiedi. Zatimco isospory
sporuluji nejrychleji pfi teploté 37 °C, sporulace eimerii se pfi teplotach nad 30 °C vyrazné
zpomaluje (Koudela 1999).
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Obrazek 4: Ooocysta kokcidie rodu Eimeria (Chroust a kol. 1998).

dvouvrstevna sténa
oocysty
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Tabulka 1: Morfol_ogie nejéastéjSich druhii rodu Eimeria u prasat (Rommel a kol. 2000)

polova cepitka

sporocysta

sporozoit

mikropyle

sporozoitu

polove télisko

‘Stiedovo télisko

rezidudlni (zbytkové)
télisko oocysty

refraktilni télisko

jadro sporozoitu

Velikost (jm) Mikro- |  Vn&j¥ obal Sporulace mp_ e
pyle oocysty @y |
Oocysta Sporocysta (dny)
Eieria debliacki | 15-23 X 11-18 G, bt
1921 IL5% 53 - aZ lehce 5-7 6.5
Douwes, 18,8 X 14
(18, 3) Zlutohnédy
Eimeria suis 15-23 X 12-18
84 %58 = Ciry, bezbarvy 5-6 10
Noller, 1921 (18,2 % 14,0)
P 98.35 X 20-24 Silné drsny,
s 17,1 X 7,8 + hnédy 8-9 8-9,5
'y X
T (Rl 110 (miiZze chybét)
Eimeria perminuta 12-15 X 10-13
6,9 X 5,0 . drsny, Zluty 10-12
Henry, 1931 (133x%11,7)
Eimeria spinosa 17-24 X 12-19 Drsny, nahnédly
11,1 X 5,6 9-10 8-9
Henry, 1931 (20,6 % 16,2) - s ostny
Eimeria polita 20-33 X 14-22 oo dist.
i 5681 16,3 X 6,6 - lehce nahnédly 5-8 8§-9
enry, 25,9 X 18,1
(23, &) (miiZze chybét)
Eimeria porci 18-30 X 13-19 CirJ, bezbarvy
5 1931 9,7 X 6,5 + az lehce 6-8 7
’ 2 X
o el 1 lutohnédy
Eimeria spinosa 17-26 % 13-20
12,9 X 6,3 - Ciry, bezbarvy 13 10
Henry, 1931 (21,2 X 15,8)

13




Tabulka 2: Morfologie oocyst rodu Eimeria u prasat (Rommel a kol. 2000)

Druh ; Tvar Sila stény pm Lokalizace
Eimeria suis Ovilny, vejéity 153 Tenké stfevo
Eimeria debliecki Elipticky, vejéity 1,3 Tenké stievo
Eimeria polita Tupé elipticky 1,5 Tenké stfevo
Eimeria porci Elipticky, vejéity 1.5 Tenké stfevo
Eimeria scabra Elipticky 2,0 Tenké stfevo
Eimeria spinosa Vejéity, elipticky 1.2 Tenké stievo
Eimeria neodebliecki Siroce elipticky, vej&ity 1,2 Tenké stfevo

Obrazek 5: Morfologie oocyst kokcidii rodu Eimeria a Isospora (Chroust a kol. 1998)

1 — E. porci, 2 — E. scabra, 3 — Isospora suis, 4 — E. spinosa, 5 - E. polita, 6 — E. suis, 7 E.
neodebliecki, 8 — E. debliecki

Obrazek 6: Zivotni cyklus Eimeria spp. (Foreyt 2001)
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2.5.2. Klinické priznaky

Eimeridza je obecné zavazné celkové onemocnéni, u star$ich selat probihajici mirnéji ¢i
latentné (Drazan a kol. 1987). Akutni nakaza se projevuje rizné podle toho, jakymi druhy
eimerii je zplisobena a v jakém probiha hostiteli (Ry3avy a kol. 1989). Za nejpatogeni¢téjsi
druhy se povazuji E. debliecki, E. scabra, E. polita, E. spinosa (Chroust a kol. 1998).
Spoleénym jmenovatelem je prijmové onemocnéni provazené Zizni, dehydrataci,
nechutenstvim, ubytkem na hmotnosti a zaostavanim v ristu (Rommel a kol. 2000).
Onemocnéni byva zhorSovano soubéZné probihajicimi infekcemi bakterii a vird, které
mohou mit letalni vliv (Napravnik a Zaji¢ek 1993, Vitovec a kol. 1990).

Star$i prasata mivaji pribéh asymptomaticky, nebo vykazuji jen vSeobecné klinické
pfiznaky a mohou byt tak zdrojem infekce pro mladsi selata (Weng a kol. 2005).

Eimeridzy se vyskytuji predev§im v prvém tydnu po odstavu, nebo na pocatku vykrmu

(Napravnik a Zaji¢ek 1993). Mortalita je vétSinou nizka (RySavy a kol. 1989).

2.5.3. Diagnostika

Klinicky se onemocnéni manifestuje za 5 - 8 dni po infekci. V ¢asném obdobi prijmi
se oocysty v trusu nezjiStuji. Pozdé€ji 1ze diagnoézu stanovit na zdkladé koprologického
vySetfeni (DraZan a kol. 1987). Ta spo¢iva v mikroskopickém prikazu oocyst ve vykalech
prasat. Nejvhodnéjsi je pouZiti flotaéné-koncentraénich metod pouzivanych i pro stanoveni
pfitomnosti oocyst isospor. Klasifikace druhii je zaloZena na rozdilné velikosti oocyst

a ur¢eni pfesné doby sporulace (Rommel a kol. 2000).

2.5.4. Lécba a prevence

K 1é¢b¢ eimeridozy je mozno pouzit sulfadimidinu. Pro prevenci lze pouZit salinomycin
podavany selatim s krmivem, ¢i amprolium podadvané prasnicim pied a po porodu
zabranujici infekci selat (Chroust a kol. 1998).

Z hlediska prevence je nutné stejné jako u isosporozy dodrzovat viechna zoohygienicka
opatfeni a provadét diikladnou asanaci stajového prostiedi. Z fyzikalnich faktori se na

devitalizaci oocyst kokcidii doporucuje horka para (> 70°C) (Tubbs 1987, Larsen 1996).
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2.6. GIARDIE A GIARDIOZA

Toto onemocnéni je zpusobeno protozoadlnim parazitem Giardia intestinalis (syn.
Lamblia intestinalis, Giardia lamblia). Giardie se vyznacuji malou hostitelskou specifikou.
Parazituji v travicim traktu fady druhi zvifat a ¢lovéka. Taxonomicky patfi tito prvoci
mezi bi¢ikovce (tfida Zoomastigophora, fad Diplomonadina, ¢eled Hexamitidae). V roce
1979 WHO zaradila giardiézu mezi zoondzy. Diky jejich zoonotickému potencialu je jim v

dnesni dobé vénovana pozornost piedevs§im v humani mediciné (Koudela 1995).

2.6.1. Historie vyzkumu giardiozy

Prvnim ¢lovékem ktery spatfil giardie jiz v roce 1681 byl holandsky vynalezce
mikroskopu Anthony van Leeuwenhoek. V roce 1859 byl parazit popsan jiZ jako bi¢ikovec
Cercomonas intestinalis ¢eskym lékafem Vilémem Lamblem. Na jeho pocest byl pozdéji
parazit prejmenovan protozoologem Blanchardem na Lamblia intestinalis. Rodovy nazev
Giardia pouZzil poprvé némecky protozoolog Kunstler pfi popisu bi¢ikovcti ve stievech Zab.
Nasledn¢ se pojmenovani giardii jes$té nékolikrat zménilo. Néktefi védci tfidili giardie
podle hostitele, jini zase podle morfologické struktury. V roce 1952 vydal Filice podrobny
morfologicky popis giardii a navrhl rozdéleni pouze na tfi druhy: G. duodenalis,
vyskytujici se u lidi a zvifat, G. agilis parazitujici u obojzivelnikl a G. muris u hlodavci.
Dnes jsou uznavany jesté daldi dva druhy u ptaki (G. ardeae a G. psittaci). V souéasnosti
je popis druhli zaloZen na morfologickych rozdilech objevenych svételnym mikroskopem
(Adam 2001).

Cysty giardii v trusu prasat byly poprvé pozorovany Freyem a Meleneyem v roce 1932

a popsany v Korei Yangem (1975) a v franu Mirzayansem (1976) (cit. Koudela 1995).

2.6.2. Morfologie Giardia intestinalis (obrazek 7)

Giardie maji hruskovité télo bilateralné symetrické, se zdvojenymi organelami.
Pohyblivi trofozoiti jsou dorzoventralné oplostélé, pfedni ¢ast téla maji zaoblenou, zadni
zaSpicatélou. Maji 2 napadna jadra lokalizovana v pfedni tietiné téla a 2 medidnni téliska
dosud neznamé funkce. Chybi jim Golgiho komplex a mitochondrie. Cytoskeleton giardii
sestava z adhezivniho konkavniho disku, ktery je vyztuZeny fibrilami a je umistén na

ventrdlni strané téla, kde zabira asi dvé tfetiny povrchu. Je obklopen lemem, ktery
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napomaha spojeni s povrchem stfevni sliznice. Medianni t&liska a adhezivni disk jsou pro

giardie charakteristické (Adam 2001).

Ctyfi pary bicika vychazeji z komplexu kinetozomi umisténych v pfedni &asti téla
v blizkosti jader. Lze rozeznat 6 pfednich a 2 vle¢né bi¢iky, které prochézeji télem a
vyustuji po stranach zadi. Bi¢iky slouzi jako organela pohybu, ale jejich dalsi funkce
nebyla jesté presné prozkoumana (Adam 2001).

Potrava je pfijimana povrchem téla pinocytézou. Giardie se reprodukuji bindrnim

délenim. Tvofi ovalné ¢étyf jaderné cysty, které jsou vyluovany trusem (Chroust a kol.
1998).

Trofozoit je vegetativni forma giardii. Je 9 — 21 um dlouhy, 6 — 12 pum $iroky a 2 — 4
pum tlusty. Cysty se formuji z trofozoiti vytvofenim stény a duplikaci intracelularnich
struktur. Jsou ovoidniho tvaru a méfi 8 — 12 x 7 — 10 pm, se silou stény 0,3 um. Obsahuji 4
jadra umisténa v blizkosti jednoho pélu.

Obrazek 7: Giardia intestinalis (Rebanovéa 1998) fal — anterolateralni bi¢iky, cf — kaudalni bi¢iky,
fv — ventralni bi¢iky, fvl — ventrolateralni bi¢iky, kk — komplex kinetosomii, met — medianni

téliska, n - jadra, pd — pfisavny disk

A-trofozoit

2.6.3. Lokalizace a vyvojovy cyklus giardii (Koudela 1995), (obrazek 9)
Vyvojovy cyklus giardii je piimy bez mezihostitele. Infekci hostitele mize zpusobit i
velmi malé mnozZstvi cyst (méné nez 10). Cysty jsou pfijaty peroralné s potravou, vodou,
nebo piimo z fekalii. Excystace je zapocata v kyselém prostiedi Zaludku. Trofozoiti se
nasledné uvoliuji vtenkém stfevé a podélné se déli. Z jedné oocysty se uvolni dva
trofozoiti. Giardie nepronikaji do bunék, ale pomoci bi¢iki a adhezivniho disku se

uchycuji na povrchu sliznice duodena a jejuna. V lumen stfeva se intenzivné m{l?Z{
ek L

i AKADEM

iy &

s

o\
&

TN

[CKA \
e

A THOVNA




podélnym (bindrnim) délenim — viz. obrazek 8. Po namnoZeni bi¢ikata stadia pokryvaji
souvisle prakticky cely povrch stfevni sliznice.
Po vystaveni pilisobeni Zlu¢ovym kyselindm néktefi trofozoiti vytvafi cysty a spoleéné
s vykaly odchézeji ztéla hostitele. Vylucovani cyst je intermitentni, typické jsou az
nékolikadenni prestavky. Vzniklé cysty jsou velmi odolné proti vnéjsimu prostiedi ve
kterém casto prezivaji v infikovanych vodnich zdrojich az do infekce dal3iho hostitele, kde

dokon¢uji svij cyklus.

Obrézek 8: Bindrni déleni giardii Zdroj http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Obréazek 9: Vyvojovy cyklus Giardia intestinalis (Chroust a kol. 1998)
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2.6.4. Patogeneze a klinické priznaky giardiozy

Klinické projevy giardiézy jsou riizné. Od infekce bez pfiznaki az po dlouhodoby
vodnaty prijem. Trofozoiti pokryvajici sliznici tenkého stfeva omezuji jeji resorpéni
schopnost a narusuji traveni. Pfedeviim se projevuji poruchy vstiebavani tukl a vitamind
rozpustnych v tucich. Postupné se vyvijeji zanétlivé zmény, dochazi ke zkraceni klki a
vymizeni kartaCového lemu. Nejtypictéjsim klinickym piiznakem je hlenovity, silné

zapachajici prijem s velkym obsahem tuki — steatorea. Prijem je bez pfimési krve.
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Postupné dochazi ke ztrat¢ hmotnosti. Nasledkem hypersenzitivni reakce hostitele se
objevuje rovnéz kopiivka nebo erytém. Klinické pfiznaky jsou vyraznéjsi u mladych
zvirat, zatimco u dospélych probihé infekce ¢asto latentné. Pribéh onemocnéni zavisi na
vnimavosti hostitele, na stavu jeho imunitniho systému, na patogenité infikujiciho kmene a

na piipadnych dalSich stfevnich infekcich (Koudela 2001, Chroust a kol. 1998).

2.6.5. Diagnostika giardii

Diagnostika giardidzy je zaloZena pfedevsim na detekci cyst vylu¢ovanych trusem. Lze
pouzit nékterou z flotatnich metod (Sheathertiv flota¢ni roztok, nasyceny roztok
sacharozy, Brezliv flotaéni roztok) (Chroust a kol. 1998). Cysty se zvyrazni po pfidani
kapky Lugolova roztoku k vySetfovanému vzorku, ktery cysty probarvi ¢ervenohnédé a lze
je pak snadné&ji pozorovat svételnym mikroskopem. Moderni diagnostické metody
umoznuji detekci cyst v trusu vazbou monoklonélnich protilatek na koproantigeny giardii
s vyuZitim piimé imunofluorescence nebo metody ELISA (Svobodova a Dolezil 2001).
Vzhledem k nepravidelnému vylucovani cyst, je nutné opakované vysetieni (3 x — vzorky
odebrané obden). Timto zpiisobem diagnostikujeme giardiéozu u jednotlivé chovanych
zvifat. Pfi vySetfovani vétsiho poctu zvifat na farmach sta¢i k zachytu jednorazového
vySetfeni pomérného poctu ze stada (Chroust a kol. 1998).

Problém intermitentniho vylucovani cyst lze fesit vyuZitim endoskopie. Pfi té se odebira
a nasledné mikroskopicky vySetfuje duodenalni tekutina. V pozitivnim pfipadé muizZeme
pozorovat pohybujici se trofozoity, které vSak musime udrzovat pfi teploté 38 °C, aby
neztratily pohyblivost a neodumiraly. Obvykle se zhotovuje roztér duodenalni tekutiny a

barvi se dle Giemsy. Toto ma viak pouze omezené vyuziti (Svobodova a Dolezil 2001).

2.6.6. Terapie a prevence giardiozy

Pfi terapii giardiézy hospodarskych zvifat byla testovana lé¢iva, ktera se osvédéila pii
Iécbé humanni giardidzy (metronidazol, furazolidon, quinacrin atd.). Pfi zavleéeni
giardiézy do chovu je tfeba prelécit vSechna zvifata. Vzhledem k vysokym nékladim je
vSak terapie celych chovili prozatim neredlna. Na ochrané mlad’at se vyrazné podili pfijem
matefského mléka. Pro eliminaci giardii za stieva hostitele je moZné vyuzit také bézné

pouzivané anthelmintikum albendazol (Koudela 1995, Chroust a kol. 1998).
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(Pavlasek 1997). Tézké vodnaté prijmy byli zjistovany predevsim u pacientd s AIDS a
s riznymi formami poruch imunitniho systému (Xiao a kol. 2002).

Vroce 1993 se zajem dramaticky zvy$il s masivni infekci vice nez 400 000 lidi
nakazenych z pitné vody v Milwaukee ve stat¢ Wisconsin v USA (MacKenzie a kol.
1994).

V CR byl prvni vyskyt Cryptosporidium spp. zaznamenan u novorozenych telat v roce
1979 (Pavlasek 1997).

Rod Cryptosporidium v roce 2008 zahrnoval 18 druhi a pfes 40 genotypt (Xiao a Ryan
2008). Jelikoz neustale pribyvaji udaje o morfologii, biologii a genetické strukture
kryptosporidii je mozné predpokladat Ze nékteré dalsi genotypy budou pojmenovany jako
samostatné druhy (Xiao a Fayer, 2008).

2.7.3. Morfologie Cryptosporidium spp. (obrazek 10)

Oocysty kryptosporidii obsahuji 4 volné uloZené sporozoity a pomémé velké rezidualni
télisko. Nemaji mikropyle a jejich sténa je téméf bezbarva. Jsou téméf kulaté, silné
svétlolomné. Oocysty maji charakteristickou suturu na jednom pélu, kterou sporozoity
opoustéji oocystu béhem excystace (Chroust a kol 1998).

Rod Cryptosporidium lze obecné rozli§it podle velikosti oocysty, respektive podle
lokalizace vyvojového cyklu na dvé vyrazné skupiny, a to na druhy s vét§imi ovalnymi
oocystami parazitujicimi v Zalude¢ni sliznici a na druhy s mensimi kulatymi oocystami
parazitujicimi ve stfevni sliznici (Kvac¢ a Kvétoniova 2005).

Oocysty cryptosporidium suis (pig genotyp I) jsou vylucovany jiZz vysporulované a méfi
4,9 — 4,4 pm (primér = 4,6 pm) x 4,0 — 4,3 pm (pramér = 4,2 pm); pomér délky ku Sifce
je 1,1 (n=50) (Ryan a kol. 2004).
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Obrazek 10: Oocysty rodu Cryptosporidium.: | — C. muris, 2 — C. parvum (Chroust a kol. 1998)

2.7.4. Vyvojovy cyklus kryptosporidii (obrazek 11)

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni (Fayer a kol. 1997) a zahmuje 4 faze:
excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie. K infekcim dochazi u vnimavych
hostiteld prostfednictvim oocyst fekalné-ordlni cestou. Poziené oocysty excystuji vlivem
proteolytickych enzyml (serinové a cysteinové endopeptiddzy, aminopeptidazy)
degradujicimi suturu. Uvolnéni infekéni sporozoiti napadaji epitelidlni bunky
gastrointestinalniho  traktu. Vyvojova stadia se vyvijeji intracelularné, ale
extracytoplazmaticky, uvnit parazitoforni vakuoly. Pfi asexudlnim mnoZeni - merogonii
dochazi k tvorbé dvou morfologickych typli meronti: 1. typ obsahuje 6 - 8 jader, po
dozrani zkazdého jadra vznikd merozoit a penetruje do dalsi epitelidlni burky.
V nasledujici generaci vznikaji opét meronty L. typu nebo morfologicky odliné meronty II.
typu, produkujici pouze 4 merozoity. V nasledné gametogonii se vétdina vzniklych zygot
(asi 80 %) vyviji vtzv. silnosténné oocysty, které sporuluji v parazitoforni vakuole
hostitelské buiky. Tyto oocysty odchéazeji ze zaZivaciho traktu trusem (Chroust a kol.
1998).

Fenoménem téchto prvoki je tzv. autoinfekce. To je umoZnéno tenkosténnymi
oocystami, které neopousti infikovaného hostitele, ale excystuji uvnitf jeho organismu.
Infekéni stadia (sporozoiti) po uvolnéni velmi rychle pronikaji do zatim jesté parazitem
nezasaZzenych a neporusenych mikroklkd. Na rozdil od oocysty jinych druhl kokcidii jsou

kryptosporidie schopné infekce okamzité po vylouceni (Pavlasek 1997).
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2.7.5. Lokalizace kryptosporidii

Kryptosporidiové infekce probihaji ve vét§iné pfipadi hlavné v gastrointestindlnim
traktu. K vyvoji prvoka v8ak muizZe dochazet i v organech dychaciho a vylu¢ovaciho
ustroji, ve Zluéniku, jatrech a pankreatu (Pavlasek 1997). To je umoznéno diky schopnosti

spontanniho uvolnéni oocyst (Chroust a kol. 1998).

Obrazek 11: Vyvojovy cyklus kryptosporidii (Current a Garcia 1991)

Sporozoite

Ingested Type | Meront

(Inhaled?)

Exits Host

Auto-infection

Thick-walled oocyst
(sporulated)
ol S

Thin-walled oocyst
(sporulated)

Merozoites

=y

2.7.6. Klinické priznaky kryptosporidiézy

V mikrovilech tenkého stfeva intenzivni mnoZeni parazita zpusobuje enterické 1éze,
které jsou charakterizované zménami a ztratou epitelialnich bunék, atrofii klku, hyperplazii
krypt a bunéénymi infiltraty ve vlastni vrstvé sliznice (lamina propria mucosae) (Pavlasek
1997).

Nakazeni jedinci vykazuji $iroké spektrum ptiznakd. Hlavnim klinickym projevem jsou
ruzné formy kratkodobych & chronickych a perzistujicich, Zivot ohrozujicich a cholefe
podobnych prijmovych onemocnéni (Pavlasek 1997). Obecnym klinickym piiznakem je
také ztrata hmotnosti, bfi$ni kiece, nevolnost a zvraceni, zvy3ena teplota, poceni. Mize se
projevit i slabost, malatnost, bolest hlavy. Intenzita a doba trvani pfiznakl zavisi

pfedevsim na véku a odolnosti hostitele (Fayer 2004).
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pravidelna desinfekce pracovnich pomticek a ploch, zamezeni kontaminace krmiva a

steliva,...) a dobra zoohygiena chovu (Kvaé a Kvétoniova 2005).

2.7.9. Kryptosporidie a kryptosporidiéza prasat

Prvni zpriava o kryptosporidiové infekci prasat byla zroku 1977 z USA (Bergeland
1977, Kennedy a kol. 1977). Nasledné byl pfirozeny vyskyt u prasat popisovan
celosvétove (De Graff a kol. 1999). V roce 1998 byl pomoci molekularnich analyz popséan
novy genotyp prasecich kryptosporidii - Cryptosporidium pig genotype 1 (Morgan a kol.
1998). Na zakladé molekularni analyzy riznych izolata kryptosporidii z prasat pak Ryan a
kol. (2003) popsali 2 genotypy: pig genotype I a pig genotype II. O rok pozdé&ji Ryan a kol.
popsali pig genotype 1 jako samostatny druh, ktery byl nazvan Cryptosporidium suis. V
naSich podminkéach se vyskytem kryptosporidiézy u prasat zabyvali Vitovec a Koudela
(1987), Zajicek (1988 a 1989), Vitovec a kol. (1990), Vitovec a Koudela (1992), Pavlasek
(1997), Vitovec a kol. (2006), Kva¢ a kol. (2008a,b).

Do roku 2008 bylo u prasat identifikovano pét druhd / genotypl kryptosporidii;
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium muris, Cryptosporidium suis pig genotype Il a
mouse genotype I (Johnson a kol. 2008).

Klinické projevy kryptosporididzy u prasat se 1isi dle lokalizace v hostiteli a dle druhu
kryptosporidie a zahrnuji Siroké spektrum klinickych pfiznakt. Experimentalné nakazena
selata oocystami izolovanymi od telat vykazovala klinické pfiznaky véetné zvraceni,
prujmu, otupélosti (Moon a Bemrick 1981, Tzipori a kol 1982, Vitovec a Koudela 1992).
Ackoli nékteré studie popisuji vztah mezi infekci a prijmem (Hamnes a kol 2006), dalsi
tento vztah nepotvrdili (Sanford 1983, Quilez a kol. 1996, Vitovec a kol. 2006). Vysledky
studii které ur¢ili druh nebo genotyp kryptosporidii naznacuji, Ze infekce s C. hominis, C.
suis a Cryptosporidium pig genotyp Il vykazovaly méné vyrazné klinické pfiznaky nez
infekce s C. parvum (Pereira a kol. 2002, Enemark a kol. 2003, Guselle a kol. 2003,
Hamnes a kol. 2006).

Intenzitu infekce a klinickych pfiznaki také ovliviiuje pusobeni dalSich patogent jako
kokcidii, giardii, strongyloidl, salmonel, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
adenoviry, rotaviry nebo cirkoviry ¢&i virti — rotavirus (Sanford 1987; Enemark a kol. 2003,
Nuriez a kol. 2003).
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1992). U selete infikovanych davkou 5 x 10° oocyst byl 4 dny po infekci pozorovéan
prijem s naslednym samovylééenim (Vitovec a Koudela 1992). Selata infikovana davkou
2,5 x 10° oocyst naopak nevykazovala zadné vyraznéjsi klinické pfiznaky.
Histopatologické zmény v tenkém stfevé zahrnuji zplosténi kartacového lemu, atrofii
sttevnich klki s naslednou malabsorpci, dochazi k postupné dilataci stfevnich krypt a ke
sniZeni enzymatické aktivity stfevni mukdzy. Sliznice postizenych organi je infiltrovana

lymfocyty, monocyty, neutrofily a makrofagy (Heine a kol. 1984, Rommel a kol. 2000).
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3. MATERIAL A METODIKY

3.1. CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH CHOVU

Parazitologické sledovani bylo provedeno v zemédélskych podnicich Hiry a Vranin na
Ceskobudgjovicku.

Farma Hury s.r.o. se zabyvala chovem prasat ve Vraté a Libni¢i. Oba chovy se
zaméfovaly na chov prasnic (cca 250 ks) a produkci selat v obdobi pfedvykrmu. Na
podzim roku 2007 byla v8ak odchovna prasnic v Libniéi zruSena a zistala zde jen staj pro
pfedvykrm selat.

V roce 2007 byly odbéry provadény i na farmé RAB Vranin s.r.o.. Zde bylo chovano

asi 800 ks prasnic, selata na vykrm do 2,5 mésict veéku a prasni¢ky uréené pro chov.

3.1.1. Chov prasnic a odstavenych selat ve Vraté

Ve Vraté bylo chovéano asi 150 ks prasnic. Staj byla rozdélena na oddéleni pro jalové a
bfezi prasnice a na porodnu. V pfilehlé budové se pak nachazelo oddéleni pfedvykrmu
s kapacitou 360 ks.

Jalové a bifezi prasnice byly chovany bezstelivovym zplsobem s individualnim
ustajenim na betonové podlaze. Spoleéné s prasnicemi zde byli ustdjeni i tfi kanci
v individualnich kotcich.

Asi 5 az 10 dni pfed porodem byly prasnice pfevadény na porodnu do individualnich
kotcti. Kapacita porodny byla 42 ustajovacich mist plus 4 kotce pro odstavena selata
s kapacitou 30 az 35 kusi. Porodni kotce s betonovou podlahu byly zastylany slamou
piedevsim v postranim prostoru pro selata. Zde se také nachazel zdroj tepla — infrazafi¢,
nadoba na piikrm a napéjecka. Piikrm se provadél od 7 dne véku granulovanou krmnou
smési. V téchto kotcich zlstavala selata s prasnici az do odstavu, ktery se provadél 1x
tydné kolem 28 dne veéku. Odstavend selata se umistovala do spoleénych kotct
v prostorach porodny a po 14 dnech se pievazela do oddéleni pfedvykrmu. Zde byla selata
umistovana do kotcti po 10 kusech. Kotce pro odstavena selata na porodné i v predvykrmu
byly zastylany slamou a vybaveny automatickou napajeckou a spole¢nym automatickym
krmitkem. Selata byla krmena ad libitum. Odklid hnoje a krmeni byl provadén 2x denné.
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3.1.2. Chov prasnic a odstavenych selat v Libni¢i

V Libni¢i bylo chovano asi 92 ks prasnic. Staj byla rovnéz rozdélena na oddéleni pro
jalové a biezi prasnice, porodnu a v prilehlé budové se pak nachazelo oddéleni piedvykrmu
s kapacitou 300 ks. Jalové a bfezi prasnice byly ustijeny ve skupinovych kotcich
s krmenim do spole¢nych Zlabi.

Zpisob ustajeni na porodné, vybaveni porodnich kotcti i1 kotci pro odstavena selata a
zpusob odstavu se shodoval s chovem ve Vraté. Kapacita porodny byla 22 ustajovacich
mist plus dalsi 2 kotce pro odstavena selata s kapacitou 30 ks. Po pfevozu selat do
predvykrmny byla selata ustdjena do skupinovych kotcti po 25 ks. Do pfedvykrmny
v Libni¢i byla nékdy pfevazena také selata z Vrata. Odkliz hnoje a krmeni byl provadén 2x
denné.

Podle intenzity riistu byla po 6 az 8 tydnech prasata pifevezena do velkovykrmny prasat.
Primémy pocet selat na prasnici a rok byl v Libni¢i i Vraté 20,2 kust, primémy pocet
selat na prasnici a vrh 10,1 ks a primémy uhyn selat do odstavu byl 14,6 %. Brakace
prasnic se pohybovala kolem 25 az 28 %. Stavy byli dopliiovany prasni¢kami z Vranina.

Veterinarni zakroky byli provadény predev$im u selat. Po porodu se selatim Stipaly
zoubky, zkracovaly océsky a podavala vitaminova pasta. Pozdéji se intramuskularné
aplikovalo Zelezo. Ostatni zakroky byly provadény podle individualniho zdravotniho stavu.
Plosna aplikace antiparazitik se u selat neprovadéla. Prasnicim byl 1x za 2 roky aplikovan

Ivomec®.

3.1.3. Chov prasnic a odstavenych selat ve Vraniné

Na farmé Vranin bylo chovano 800 ks prasnic a 12 kanci. Jalové prasnice byly ustajeny
v individudlnich kotcich a bfezi prasnice skupinové po 5 aZz 6 kusech. Krmeni bylo
automatické. Na porodnu byly pfevadény 7 aZ 10 dni pted porodem do individualnich
porodnich kotell umoZziujicich volny pohyb prasnice. Kapacita porodny byla 240
ustajovacich mist. Kotce mély betonovou podlahu s vyhtivanim v podlaze v prostorach pro
selata. Selatim se pfistylali hobliny a po narozeni se jesté pfitapélo pomoci infrazafiéa.
Pfikrm selat se provadél od 3. dne véku, nejprve sypkou smési pro selata na podlahu kotce
a asi od 7. dne véku se pfedkladala granulovana krmna smés do misek. Vykaly byly
odklizeny nékolikrat za den do obéZného shrnovace.

Odstav selat se provadél 2x tydné kolem 28 dne véku. Selata byla pfemistovana do

oddéleni predvykrmu o kapacité 1200 ks. Zde byly kotce s polorosty po 6 az 8 kusech.
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Prvni tyden po odstavu se selatim je$té nékdy pfitapé€lo infrazafi¢i. Krmeni bylo
automatické, ad [libitum. Piiblizné ve véku 2,5 mésice byla prasata pievaZzena do
velkovykrmny prasat.

Brakace prasnic se pohybovala kolem 25 %. Stavy byly doplnény prasni¢kami
z vlastniho chovu a z chovu ve FrahelZi. VSem prasnicim byl pfed pfemisténim na porodnu
aplikovan Ekomektin®. Selatim se po porodu §tipaly zoubky, zkracovaly ocasky a
podavala pasta. Treti den se intramuskulamé aplikovalo Zelezo. Ostatni zakroky byly

provadény podle individualniho zdravotniho stavu.

3.2. ODBER BIOLOGICKEHO MATERIALU PRO
PARAZITOLOGICKE VYSETRENI

Odbéry vzorkti vykali probihali v ¢asovém tiseku od 30.3.2006 do 23.11.2007. Celkem
bylo odebrano 459 vzorkil. Z toho bylo 285 vzorkii od sajicich selat ve stafi do 4 tydni (v
tomto véku se provadeél odstav) a 174 vzorki od selat odstavenych, ve stafi 5 — 8 tydnd.

Vzorky vykall byly odebirany individuadlné za pomoci lékafské $pachtle z podlahy
kotce a ukladany do o¢islovanych plastovych kelimki. Vzorky byly uchovavany pii teploté
do 4 °C a mikroskopicky vySetfeny do 24 hodin po odbéru. Vzorky nebyli fixovany

zadnym fixa¢nim roztokem.

Ke kazdému odebranému vzorku byly zaznamenavany tyto udaje:
+ Datum odbéru

. Potradové éislo odebraného vzorku

. Cislo prasnice

« Datum narozeni selat (u odstavenych selat datum odstavu)

. Konzistence trusu

+ Datum vySetieni flota¢ni metodou

ZPUSOBY HODNOCENI KONZISTENCE TRUSU:

¢ Formovany trus formovany, pevné konzistence
e Pastovity trus formovany, fid$i konzistence

e Krémovity trus neformovany, fid$i konzistence
¢ Vodnaty trus neformovany, fidky, tekouci
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3.3. KOPROLOGICKE VYSETRENI FLOTACNE - KONCENTRACNI
METODOU

Flota¢ni metoda je zaloZena na principu roztoku s vyssi specifickou hmotnosti nez maji

bézné parazitdrni utvary. PH zpracovani vzorku trusu se riznd stadia parazitd

protozoarnitho plvodu vyplavi na povrch roztoku ve zkumavce a koncentruji se na

povrchové blance. Pro flotaci byl pouZit Sheatheriiv cukerny roztok, ktery byl pfipraven

v zasobnich lahvich.

SHEATHERUV CUKERNY ROZTOK:

640 ml vody
1 kg fepného cukru
13 g fenolu

(specificka objemova hmotnost roztoku je 1,158 g.cm™)

PRACOVNI POSTUP:

1)
2)
3)
4)
5)

6)
7)

Za pridavku vody rozetfit trus (cca 5g) tlouckem v tfeci misce.

Vzniklou smés precedit pies ¢ajoveé sitko do zkumavky asi 1cm pod okraj.
Zkumavky vlozZit do centrifugy a stacet 5 minut pii 2500 otackéach za minutu.

Po centrifugaci slit ze zkumavek vodu nad sedimentem.

Stfickou se Sheatherovym roztokem naplnit zkumavky nejprve do jedné poloviny
a fadné protfepat aZ do rozpusténi sedimentu na dné a poté doplnit asi 1cm pod
okraj.

Zkumavky vlozit do centrifugy a stadet 5 minut p#i 2500 otac¢kach za minutu.

Po centrifugaci pfenést na podlozni sklicko pomoci bakteriologické klicky
povrchovou blanku ze zkumavky, rozetfit ji po plose sklicka a pfekryt krycim
sklickem.

Takto piipravené sklicko bylo prohlizeno meandrovitym pohybem pod mikroskopem

pii zvétSeni 10 x 20. Pro presnéjsi identifikaci bylo pak pouZivano zvétseni 10 x 40. Pii

pofizeni fotodokumentace bylo pouzivano také zvétSeni 10 x 100 s imerznim olejem.
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3.5. HODNOCENI INTENZITY INFEKCE NALEZENYCH
PARAZITU

3.5.1. Odhad intenzity vyskytu oocyst kokcidii Isospora suis, Eimeria spp.,

Giardia intestinalis a Cryptosopridium spp. (pfi vysetieni flotaéni metodou):

velmi slaba infekce (ojedinély vyskyt) oocysty pouze ojedinélé

slaba infekce 1 - 2 oocysty v jednom zorném poli
stfedné silna infekce do 10 oocyst v jednom zorném poli
silna infekce vice jak 10 oocyst v jednom zorném poli

3.5.2. Odhad intenzity vyskytu Cryptosopridium spp. (dle poctu oocyst na gram

trusu - OPG)
POSTUP ODHADU:
1)  Zvézit podlozni sklicko pred provedenim natéru s pfesnosti na 0,001 g.
2)  Natfit vzorek trusu.
3) Thned zvazit hmotnost natfeného vzorku.
4)  Barvit metodou dle Milac¢ka a Vitovce.
5) Spocitat viechny oocysty v natéru.
6) Na zakladé hmotnosti vzorku a poétu oocyst odhadnout pocet oocyst v gramu

trusu.

HODNOCENI INTENZITY INFEKCE NA ZAKLADE OPG:

velmi slaba infekce (ojedinély vyskyt) OPG < 10°

slaba infekce OPG = 10° - 10*
stiedné silna infekce OPG =10*-10°
silna infekce OPG > 10°
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3.6. GENOTYPIZACE KRYPTOSPORIDII

3.6.1. Izolace DNA

Celkova DNA se extrahovala pfimo z trusu pomoci komeré¢niho kitu QIAamp® DNA
Stool Mini Kit (Qiagen).

K 180-200 mg trusu se do mikrozkumavky (1,5 ml) pfidalo 200 pl ASL pufru a 150 mg
sklenénych kuli¢ek (@ 0,5 mm). Poté se rozbily oocysty/spory pomoci homogenizatoru
(MINI-BEADBEATER™, Biospec, USA) po dobu 2 minut pfi rychlosti 5000 kmiti/min.
Daéle se postupovalo podle navodu, ktery byl soucasti kitu. Ziskana DNA byla uchovavana

pri teploté -20 °C.

3.6.2. Polymerazova Fetézova reakce (PCR)

POUZITE CHEMIKALIE:
Deoxyribonukleosid trifosfaty (INTP s, 1,25 mM roztok, Top-Bio, CR)

. 10x koncentrovany kompletni pufr pro Tag purple DNA polymerazu (15 mM
MgCl)

" Taq purple DNA polymeréza (1 U/ ul, Top-Bio, CR)

e  PCR H,0 (Top-Bio, CR)

e MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

. Bovinni sérovy albumin (BSA) (10 mg/ml, Sigma)

3.6.2.1. PCR - Kryptosporidie
Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu pro malou ribozomalni

podjednotku (SSU rRNA; Jiang a kol. 2005). Celkovy objem reakéni smési pro jednotlivé
polymerazové fetézové reakce byl 30 a 50 pl (tabulka 3).
Pfi primarni i sekundarni PCR byl pouZit stejny amplifikaéni program (tabulka 4).

Primery (10pM)
Primarni primery
F 5-TCTAGAGCTAATACATGCG-3’
R 5-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’
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Sekundarni primery
F 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R 5-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3"

Tabulka 3: Reakéni smés pro PCR protokol pro amplifikaci ¢dsti genu pro malou ribozomalni

podjednotku
Primérn{ reakce Sekundarni reakce
koncentrace | objem (ul) | koncentrace = objem (ul)

H20 - 13,05 - P 26,75
MgCl, (25 mM) 1,80 25mM) | 3,00
10xbuffer - 3,00 - - 5,00
dNTP 1,0mM 6,00 1,0mM 10,00
Primer forward 1opM | 0,60 1opM | 1,00
Primer reverse 10pM 0,60 10 uM 1,00
BSA (10mg/ml) = 1,20 = | -
Taq (1U/1p) 0,75 (AU/1ph) | 1,25
DNA - 3,00 - 2,00

celkem - 30,00 - | 50,00

Tabulka 4: Amplifika¢ni program pro termocycler (Bioer, Krd) pro dvojici primeri

Poditeéni denaturace 94 °C | 3 min.
Denaturace 94°C | 45s
r o . o (o}
35 cykid Nasedani primert 55°C 1 458

Dosyntetizovani nového fetézce | 72°C = 60 s
Findlni extenze 72 °C | 7 min.

3.6.3. Gelova elektroforéza

Velikost PCR fragmenti byla ovéfovana gelovou elektroforézou. Vysledny PCR
produkt byl detekovan na 1% agar6zovém gelu s pfidavkem ethidium-bromidu a

vizualizovan pomoci UV zafeni (302 nm).
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POUZITE CHEMIKALIE:
e 50x TAE pufr (242 g tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octove; 100 ml 0,5 M
EDTA)

e agaroza (Serva)

e ethidium-bromid (Sigma)

100 bp DNA Ladder (O"Gene Ruler™)

PRACOVNI POSTUP:

1)

2)
3)
4)

5)

6)

Smichat agarézu s 1x TAE pufrem (vysledna koncentrace je 1 %), nechat
rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit pod tekouci vodou na teplotu pfiblizné
S0 °C.

Pridat ethidium-bromid (vysledna koncentrace v gelu 0,5 ug na ml).

Gel nalit do pfedem pfipravené formy, vloZit hieben a nechat ztuhnout.

Gel vlozit do elektroforetického tanku naplnéného 1x TAE pufrem. Do
vzniklych jamek nanést 10 pl PCR sekundarniho produktu a 2x 10 pl ladderu.
Nastavit napéti na 70 V a spustit na dobu potifebnou pro separaci fragmentt
DNA.

Pro vizualizaci DNA fragmentt pouzit UV transiluminator.

3.6.4. Priprava vzorki na sekvenaci

K piipravé byl pouzit kit BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequenicing Kit. Pro kazdy

primer byla namichana reak¢ni smés (viz nize).

V tabulce 5 je uveden amplifika¢ni program. Vzorky byly sekvenovany z obou stran za

pouziti primert pro sekundarni PCR.

SLOZENi REAKCNI SMESI:

« PET 2 ul
*  pufr (5%) 4l
* primer 1 ul

* PCR produkt (sekundami PCR) 5 pl
+ PCR H;O 8 ul
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Tabulka 5: Amplifika¢ni program pro termocycler (Bioer, krd)

Denaturace 94 °C 10s
30 cykll | Ngpsedéni primert: 50°C | 5
Dosyntetizovéni 60°C = 4 min.
PRACOVNI POSTUP:
1) K produktu sekvenaéni PCR piidat 1 pl glykogenu pro zviditelnéni peletu.
2) Napipetovat 5 ul M EDTA a 60 pl 96 % etanolu.
3) Vzorek protiepat a inkubovat 15 min. pfi laboratorni teploté.
4)  Centrifugovat po dobu 30 min. pfi 4 °C (21910 g).
5) Odsat supernatant a vysraZenou DNA a vysusit pfi laboratorni teploté po dobu
priblizné 30 min.
6) Odeslat k sekvenovani (komeré¢ni laboratof, Macrogen, Soul, Jizni Korea)

Ziskané sekvence byly upraveny v programu Chromas Pro, Bioedit a Clusal X a

srovnany se sekvencemi SSU rRNA uloZenymi v GenBank.

3.6.5. PCR-RFLP analyza kryptosporidii
Pro rozliSeni jednotlivych druhli kryptosporidii byla pouZita metoda PCR-RFLP

(polymorfizmus délky restrikénich fragmentd). Pro restrikéni analyzu bylo pouzito 10 pl
sekundarniho PCR produktu do 30 pl reakce obsahujici 10 U Sspl nebo 10 U Vspl

(Fermentas, Burlington, Ontario, Canada) a 3 pl restrik¢éniho pufru. Inkubace 8 hodin pii

51 9

Vysetieni vzorki na pfitomnost kryptosporidii s naslednou genotypizaci bylo v roce 2007

provadéno ve spolupraci s oddélenim veterinarni a humani parazitologie Parazitologického

ustavu AV CR.

37



4. VYSLEDKY

4.1. FREKVENCE VYSKYTU SLEDOVANYCH PARAZITU
V JEDNOTLIVYCH CHOVECH

4.1.1. Libni¢
V prubéhu tiech sledovanych obdobi bylo v Libni¢i odebrano 118 vzorki od selat

sajicich (pfed odstavem) a 93 vzorkii od selat po odstavu. Z celkového poétu 63
pozitivnich vzorki se v 58 pfipadech jednalo o monoinfekci viz. ptilohy, tabulka 20.

Prevalenci parazitl a jejich vyskyt v jednotlivych obdobich u selat sajicich a po odstavu
uvadi graf 1 a tabulky 6 a 7 viz. piilohy.

L suis se vyskytovala pouze u selat sajicich (22 %) s mirné vy3§i Cetnosti v jarnim
obdobi (0 4 %). Kokcidie rodu Eimeria byly naproti tomu nejéastéji zjistény u selat
odstavenych. Vy3si vyskyt byl taktéZ zaznamenan v jarnim obdobi (o 4,7 %). Infekce
giardiemi byla nalezena jen v nizké frekvenci bez vyraznéjsich rozdild v jednotlivych
obdobich s prevalenci 3,3 %. Vyskyt kryptosporidii byl znatelné vy3$i u star$i kategorie
selat. Dle prevalence zji§téné v roce 2006 flota¢né-koncentraéni metodou byl vyssi vyskyt

v jarnich mésicich (o 4,4 %).

Graf 1: Prevalence a sezénni dynamika paraziti v Libnici
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4.1.2. Vrato

Béhem étyt sledovacich obdobi bylo ve Vraté odebrano 113 vzorkl od selat sajicich a
58 vzorki od selat po odstavu. Z celkového poctu 70 pozitivnich vzorki se v 62 pfipadech
jednalo o monoinfekci viz ptilohy, tabulka 20.

Prevalenci paraziti a jejich vyskyt v jednotlivych obdobich u selat sajicich a po odstavu
uvadi graf 2 a tabulky 8 a 9 viz. piilohy.

L. suis se vyskytovala pievazné u selat sajicich, ale na rozdil od hodnot zjisténych
v Libni¢i byl vy$§i vyskyt v podzimnim obdobim (o 19 %). Eimerie se stejné jako
v Libni¢i nejcastéji vyskytovaly u selat odstavenych (13,8 %). Giardie byly nalezeny
pouze ve 2 vzorcich vroce 2007. Kryptosporidie byly v prvém roce (pfi vySetfeni
flota¢né-koncentraéni metodou) nalezeny pouze na jafe ve 2 vzorcich. Vroce 2007
(vySetfeni obarvenych roztérl trusu) se pak prevalence pohybovala okolo 30 % s vy$$im

vyskytem v podzimnim obdobi (o 10 %).

Graf 2: Prevalence a sezonni dynamika paraziti ve Vraté
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4.1.3. Vranin
Ve Vraniné byly odbéry provedeny pouze ve dvou sledovacich obdobi v roce 2007, 54

vzorkil pochéazelo od selat sajicich a 23 vzorki od selat odstavenych. Z celkového poétu 34
pozitivnich vzorki se v 28 piipadech jednalo o monoinfekci viz. piilohy, tabulka 20.

Prevalenci paraziti a jejich vyskyt v jednotlivych obdobich u selat sajicich a po odstavu
uvadi graf 3 a tabulky 10 a 11 viz. pfilohy.

Vyskyt isospor byl v porovnani s ptede$lymi chovy pomémé nizky. Vyssi procento
pozitivnich vzorkli bylo tentokrat nalezeno u selat odstavenych. Eimerie se opét
vyskytovaly nejcastéji u selat odstavenych (21,7 %). Giardie byla nalezena pouze v 1
vzorku. Celkova prevalence kryptosporidii byla v priméru 39 %. Vys§i vyskyt byl
zaznamenan u selat odstavenych (47,8 %) se znatelné vy$§im vyskytem na podzim
(033 %).

Graf 3: Prevalence a sezénni dynamika parazitii ve Vraniné
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4.2. SEZONNI DYNAMIKA VYSKYTU SLEDOVANYCH
PARAZITU

4.2.1. Selata sajici

V roce 2006 byl vyskyt paraziti pomémé vyrovnany. Rozdily mezi jarnim a podzimnim
obdobim ¢inily pouze 1 az 2 %. V roce 2007 byly pak rozdily vyraznéjsi. Zietelny nartst
v podzimnim obdobi zaznamenal pfedevi§im vyskyt kryptosporidii (nartst o 31,5 %) a
vyssi byl i vyskyt isospor (0 3,9 %) a giardii (0 3 %). Naopak eimerie byli nalezeny pouze
na jafe (5,5 %). Viz. graf 4.

Pfi porovnani vyskytu paraziti v letech 2006 a 2007 byla patrna vyssi frekvence
vyskytu kokcididlnich infekci v prvém roce sledovani. Vyskyt kryptosporidii nelze

vzhledem k pouziti rozdilnych metod pfi diagnostice porovnat.

Graf 4: Prevalence a sezénni dynamika paraziti u selat sajicich
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4.2.2. Selata po odstavu

V roce 2006 byl zaznamenan vyrazny rozdil pfedevs§im ve vyskytu kryptosporidii. Ten
byl v jarnim obdobi téméf o 17 % vyssi nez na podzim. Vyssi ¢etnost vyskytu vykazovaly
na jafe také eimerie (o 3,4 %). Vroce 2007 byl pocet pozitivnich vzorkii pomérmneé
vyrovnany. Na jafe byl mimé vys§i vyskyt zaznamenidn u eimerii a na podzim u
kryptosporidii a isospor. Viz. graf 5.

Pii porovnani vyskytu paraziti vletech 2006 a 2007 byl patmy zietelny narist
kokcidialnich infekci v druhém roce sledovani. Vyskyt kryptosporidii nelze vzhledem

k pouziti rozdilnych metod pii diagnostice porovnat.

Graf 5: Prevalence a sezénni dynamika parazitii u selat po odstavu

[ |l isospora @ eimerie O kryptosporidie O giardieJ

Prevalence v %

Jaro 2006 Podzim 2006 Jaro 2007 Podzim 2007

42



4.3. PREVALENCE SLEDOVANYCH PARAZITU DLE
VEKU SELAT

4.3.1. Isospora suis

V prvém tydnu véku nebyl zaznamenan Zzadny pozitivni vzorek. V druhém tydnu
prevalence parazita vyrazné stoupla az na 40 %. Nejvyssi vyskyt oocyst byl zaznamenan u
10dennich selat (66,7 % pozitivnich vzorki). V tietim tydnu véku vyskyt postupné klesal
(26,8 %) a nakonec dosahl 7,1 % ve 4. tydnu véku. V dalSich tydnech byly oocysty
nalezeny uZz jen sporadicky, viz. graf 6.

U pozitivnich vzorkil byla na zakladé poétu nalezenych oocyst vyhodnocena intenzita
infekce. Nejcastéji se jednalo o infekci ojedinélou (68,8 %), v 8 pfipadech o infekci slabou
(12,5 %), v 7 o stiedné silnou (10,9 %) a v 5 pfipadech byla zaznamenana i infekce silna
(7,8 %), viz. graf 9.

Nejmladsi z pozitivnich selat bylo 9 dni staré a nejstar§imu bylo 6 tydni. Z 63
pozitivnich selat se u 12 vyskytoval prijem (trus krémovité a vodnaté konzistence), viz.

graf 10.

Graf 6: Prevalence isosporézy dle véku selat ve dnech
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4.3.2. Eimerie

Prvni pozitivni vzorek byl nalezen v 2. tydnu véku u 12denniho selete. V dalSich
tydnech prevalence postupné stoupala. Na nejvyssi urovni se pohybovala 6. a 7. tyden véku
(17,5 % a 23,5 %). V 8. tydnu pak vyskyt opét zaznamenal pokles, viz. graf 7.
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Intenzita infekce eimerii byla pfevazné ojedinéla (88 %), ve 2 piipadech se vyskytla
slaba infekce (8 %) a u 1 vzorku byla infekce vyhodnocena jako stiedné silna (4 %). Silna
infekce zaznamenana nebyla, viz. graf 9.

Z celkového poctu 26 pozitivnich vzorkiti se v 6 pfipadech jednalo o trus prijmovy

(krémovité a vodnaté konzistence), viz. graf 10.

4.3.3. Giardie

Vyskyt giardii byl zaznamenan ve velmi nizké prevalenci u selat v 3. az 5. tydnu véku.
Viz. graf 7.

Intenzita infekce byla vyhodnocena v 8 piipadech jako ojedinéla a ve 2 pfipadech jako
velmi slaba. Silnéjsi intenzita infekce jiZ pozorovana nebyla, viz.graf 9.

Z celkového po¢tu 10 pozitivnich vzorku se ve 2 piipadech jednalo o trus prijmovy

(krémovité a vodnaté konzistence), viz. graf 10.

Graf 7: Prevalence Eimerii a giardii dle véku selat v tydnech
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4.3.4. Kryptosporidie

V prvém roce sledovani byly kryptosporidie nalezeny u selat v 3. az 6. tydnu véku
s nejvyssi prevalenci v 5. tydnu (8 %). V roce druhém byly pozitivni vzorky zaznamenany
ve viech tydnech véku. Nejmladsi selata pozitivni na kryptosporidie byla 6 dni stara.
Nejvyssi prevalence byla zaznamenana v 1. tydnu véku (odebrany 2 vzorky a oba
pozitivni) a v 5. az 8. tydnu (nad 40 %).
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Intenzita infekce byla v prvém roce vyhodnocena v 8 piipadech jako ojedinéla a ve 2
ptipadech jako velmi slaba. V roce druhém se pak ojedinéla infekce vyskytovala v 33
vzorcich (50 %) a pomérné Casta byla i slabé infekce — v 22 vzorcich (33,3 %), stiedé silna
a silna infekce pak byla ur¢ena v 7 a 4 vzorcich, viz. graf 9.

Vroce 2006 byl z celkového poctu 9 pozitivnich vzorkl prijem zaznamenan ve 2
piipadech (22 %) a vroce 2007 se z celkového poétu 78 pozitivnich vzorkl priijem
vyskytoval v 8 piipadech (10,3 %), viz. graf 10.

Vroce 2007 byli pozitivni vzorky zpracovany a nasledné vyhodnoceny pomoci
molekularnich analyz. Z celkového po¢tu 78 vzorkt byl v 47 pfipadech identifikovan druh
Cryptosporidium suis (19,7 %). Jeho prvni vyskyt byl zaznamenan u 12denniho selete
s nejvyssi prevalenci ve 5. a 6. tydnu veéku (@ 34,9 %). Dal$imi identifikovanymi druhy
byly Cryptosporidium muris, nalezené v 1 vzorku trusu u pétitydenniho selete a
Cryptosporidium pig genotyp II nalezené u selete v7. tydnu véku. Viz. graf 8.
U zbyvajicich pozitivnich vzorki se nepodaftilo druh kryptosporidie uréit.

Graf 8: Vyskyt jednotlivych druhii kryptosporidii (2007)
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Graf 9: Intenzita infekce jednotlivych paraziti
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Graf 10: Vztah konzistence trusu k vyskytu paraziti
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5. Diskuze

5.1. ISOSPORA SUIS

Kokcidiové infekce se u selat vyskytuji v rizné vysokych prevalencich. V ramci této
prace bylo na zékladé flotaéné koncentraéni metody vySetfeno 459 vzorkd pochazejicich
ze tfi farem od selat do 8 tydne véku. Vyskyt I suis byl potvrzen v priméru v 13,9 %
vzorkil. Nejvyssi prevalence byla zaznamenana v chovu Vrato (19,9 %) a nejnizsi v chovu
Vranin (5,2 %). Podobnou prevalenci udava ve své disertaéni praci i Hamadejova (2006)
7,3 az 32,4 % a LukeSova a kol. (1997) 3,3 — 40 %.

Vztah isospordzy k véku selat se v mnohych literaturach rizni. Néktefi autofi uvadéji
prvni vyskyt oocysty v trusu selat jiz 5. den po narozeni (Padilla a kol. 2001, Landova a
Vitovec 2005), jini zaznamenali oocysty aZz u sedmi-dennich selat (Chae a kol. 1998).
V této studii byl prvni vyskyt zaznamenan az u deviti-denniho selete. To mohlo byt

Celkoveé bylo nejvyssi procento pozitivnich vzorkd zaznamenano u selat v desatém dnu
véku (66,7 %), kdy zcelkového poctu 12 odebranych bylo 8 pozitivnich. TaktéZ
prevalence byla nejvy$si v druhém (40 %) a tfetim tydnu (26,8 %). Podobny vyskyt
zaznamenali i Wieler a kol. 2001, a to 39,2 % ve druhém a 32,5 % ve tfetim tydnu véku.
V dalSich tydnech pak prevalence klesala a od 5 tydne byl vyskyt jen sporadicky. Podobny
prabé¢h v tomto vékovém obdobi s maximalnim vylu¢ovanim oocysty v 8 — 15 dnech uvadi
1 vétsina autorti (Chae a kol. 1998, Landova a Vitovec 2005, Hamadejova a Vitovec 2005).
Naproti tomu néktefi autofi uvedli nejvyssi prevalenci ve tietim az ¢tvrtém tydnu (Otten a
kol. 1996, Daugschies a kol. 1999, Meyer a kol. 1999).

Casto diskutovanym problémem je sezénni vyskyt. Zatimco nékte{ autofi uvadgji vyssi
vyskyt v letnich mésicich (Koudela a Vitovec 1998, Daugschies a kol. 1999, Meyer a kol.
1999) ¢i na podzim (Landova a Vitovec 2005, Hamadejova a Vitovec 2005), jini sezénnost
vyskytu nepotvrdili (Larsen 1996, Otten a kol. 1996). V této praci jsme pfi porovnani
jarniho a podzimniho obdobi sezénnost taktéZ nepotvrdili, ale pfi porovnani jednotlivych
meésicli se vy3$i procento pozitivnich vzorkd vyskytovalo v teplejsich mésicich (kvéten a
fijen). V letnich a zimnich mésicich jiz nase sledovani neprobihalo.

Mnoho studii se také zabyva vlivem paraziti na konzistenci trusu. Vét§ina autorti udava
vy3si vyskyt isospor u selat s prijmem (Otten a kol. 1996, Chae a kol. 1998, Meyer a kol.
1999, Padilla a kol. 2001, Landova a Vitovec 2005). V této studii se priijem (trus
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krémovité a vodnaté konzistence) vyskytoval u 19 % pozitivnich vzorki a u 22,2 %
pozitivnich vzorki se vyskytoval trus pastovité konzistence, ktery néktefi autofi taktéz fadi
mezi trus prijmovy. Vztah prijmu k vyskytu isospor jsme zaznamenali pfedevsim u selat
do 12 dne véku (40 % pozitivnich selat trpélo prijmem). U starich selat se jiz tento vztah
nepotvrdil (13,3 % pozitivnich selat trpélo prijmem). To odpovida i vysledkim Koudely a
Kucerové (1999), ktefi pfi experimentalni infekci selat zaznamenali u starSich selat

mirnéjsi pfiznaky.

5.2. EIMERIE

Vyskyt kokcidie Eimeria spp. byl potvrzen v priméru v 5,7 % vzorki. Z toho se 2,5 %
vyskytlo u selat sajicich a 10,9 % u selat odstavenych. K podobnym vysledkim dosli také
LukeSova a kol. (1997) - (1,4 % az 20 %), Zizlavy a kol. (1998) - (3,9 % - 20 %) a
Karamon a kol. (2007) - (2,6 %).

Nejvys8i prevalence byla zaznamenana v 6. az 7. tydnu véku. Narist infekce u
odstavenych selat zaznamenala i Hamadejova (2006), ktera uvadi vyskyt od 7. tydne
s nejvyssi prevalenci v 13. aZ 16. tydnu. Tuto vékovou kategorii v8ak uZ naSe studie
nezahrnuje.

Prvni vyskyt Eimeria spp. jsme zjistili u 12denniho selete. Velmi ¢asny vyskyt uvadéji i

Napravnik a Zajicek (1993), ktefi zaznamenali eimerie jiZ u selat tyden starych.

5.3. GIARDIE

Vyskyt Giardia intestinalis byl potvrzen v priméru u 2,2 % vzorkil. Z toho bylo 2,5 %
od selat sajicich a 1,7 % od selat odstavenych. Podobné hodnoty uvadi i Hamnes a kol.
(2006), a to 1,5 % pozitivnich vzorkt (z 684 vySetfenych). Koudela a kol. (1991) naopak
prokazali v pokusu vyskyt cyst u 14 béhount z 32 vySetfenych (43,8 %).

Giardiové infekce prasat nejsou spojovany s prijmy (Koudela a kol. 1991, Xiao a kol.
1994). Ani my jsme vztah giardii a prijmu nepotvrdili. Prijem se vyskytl pouze u dvou
vzorkl z celkového poctu 10 pozitivnich. Z toho se v jednom piipadé jednalo o smésnou

infekci s kryptosporidii.
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Cysty giardii jsme zaznamenali pouze u selat v 17. az 38. dnu véku s ojedinélou nebo

jen velmi slabou intenzitou infekce. Hamnes a kol. (2006) naproti tomu uvadéji vyskyt

5.4. KRYPTOSPORIDIE

Kryptosporidiové infekce jsou u prasat popisovany v rizné vysokych prevalencich.
V ramci této prace byla na zékladé flota¢né-koncentraéni metody v prvém roce sledovani
zjiSténa prevalence 4,1 % (9/221). V roce druhém byla ve spoluprici s oddélenim
veterinarni a huméni parazitologie Parazitologického tistavu AV CR na zékladé vySetieni
obarvenych roztéri trusu s naslednou molekulamni analyzou zjiSténa prevalence 32,8 %
(81/238). To znamena téméf osmi-nasobny narust pfi porovnani obou metod. Rozdilnou
prevalenci dle pouzité metody popisuje také Ryan a kol. (2005), ktery pfi analyze pomoci
PCR zaznamenal deseti-nasobny nartst pozitivnich vzorki oproti klasické mikroskopii.

Prevalence zji$ténd v druhém roce sledovani je v porovnani s jinymi autory pomérné
vysoka. Kvac a kol. (2008a) uvadéji 21,1% pozitivnich vzorkt (87/413), Johnson a kol.
(2008) 22,1% pozitivnich vzorkt (64/285) a dalsi autofi uvadéji prevalenci jesté niz§i Chen
a Huang (2007) 12 %, Vitovec a kol. (2006) 11 %. Tyto studie vSak oproti nam zahrnuji
sir§i vékové spektrum selat véetné prasnic.

Casto diskutovany je vztah véku prasat k vyskytu parazitd. Kryptosporidie byly
popséany u vSech vékovych kategorii. Nejmladsi sele u kterého byli zaznamenany oocysty
bylo 3 dny staré (Chen a Huang 2007). S nejvyssi prevalenci se setkavame v obdobi
odstavu a pfedvykrmu. Langkjaer a kol. (2007) uvadi nejvyssi vyskyt u sajicich selat, dalsi
autori pak vétSinou ve véku 6 - 12 tydni (Ryan a kol. 2003, Maddox-Hyttel a kol. 2006,
Vitovec a kol. 2006, Johnson a kol. 2008). U prasnic se pak jiz kryptosporidie nevyskytuji
nebo jsou hlaseny jen ojedinéle (Vitovec a kol. 2006, Johnson a kol. 2008, Kva¢ a kol.
2008a). My jsme kryptosporidie poprvé identifikovali u dvou 6-dennich selat a nejvyssi
vyskyt jsme stejné jako Ryan a kol. (2003) zaznamenali v 5. - 8. tydnu véku. Vyssi vyskyt
v obdobi odstavu miiZe byt zplsoben stresem pfi odstaveni od matky a umisténi selat do
vétSich skupin cizich selata. Svij vliv mizZe mit také zménéné mikroklima pfi pfemisténi
do oddéleni pfedvykrmu.

Priibéh kryptosporididzy je u prasat na rozdil od jinych hospodaiskych zvifat (telat,
jehnat) (Rommel a kol. 2000) vétsinou popisovan jako asymptomaticky (Ryan a kol. 2003,
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Vitovec a kol. 2006, Chen a Huang 2007, Suaréz a kol. 2007, Kva¢ a kol. 2008a). Pfesto
nékteré studie popisuji vztah mezi infekci a vyskytem prijmovych onemocnéni (Pavlasek
1997, Hamnes a kol. 2006). My jsme kryptosporidie prokazali v 70 (34 %) vzorcich
normalniho trusu a v 8 (22,9 %) vzorcich prijmové konzistence. Z toho se ve tfech
ptipadech jednalo o infekci smiSenou s isosporou, eimeri a giardii. Na zakladé naSich
zjisténi nelze prokazat vztah mezi prijmem a kryptosporidiemi jako primarnim infek¢énim
agens.

Stejné jako u isospor, je i u kryptosporidii ¢asto diskutovana jejich sezénnost. Yu a Seo
(2004), Maddox-Hyttel a kol. (2006) a Chen a Huang (2007) uvadi vyssi vyskyt v zimnich
mesicich oproti létu. V ramci této prace byl zaznamenan vyssi vyskyt v jarnim obdobi. Pfi
porovnani jednotlivych mésicti bylo vyssi procento pozitivnich vzorkl nalezeno taktéz
v chladnéj$ich mésicich (biezen, duben a listopad). K opa¢nému zavéru dosli Chai a kol.
(2001), ktefi popsali nejvyssi vyskyt v letnim obdobi.

V ramci této prace jsme provedli i genotypizaci nalezenych kryptosporidii. U prasat
bylo do dnesni doby prokazano $est druhl/genotypt kryptosporidii (Kva¢ a kol. 2008a).
Nejcastéji je u prasat popisovana infekce s C. suis vyskytujici se pfevazné u selat pred
odstavem a Cryptosporidium pig genotyp IL. vyskytujici se u starsich kategorii (Langkjaer
a kol. 2007, Johnson a kol. 2008). Dal$imi identifikovanymi druhy/genotypy jsou C.
parvum, C. muris, Cryptosporidium mouse genotyp 1 a Cryptosporidium sp. (Kva¢ a kol.
2008a). V nami zjisténych pozitivnich piipadech se jednalo predevsim o genotyp C. suis
s nejvyssi prevalenci v 5.az 7. tydnu véku (@ 34,4 %) a nejmladsi pozitivni sele s timto
genotypem bylo 12 dni staré. Cryptosporidium pig genotyp Il jsme identifikovali pouze u 1
selete v 7. tydnu véku. Toto odpovidé i vysledkim které uvadi Kvac¢ a kol. (2008a). Ten
zaznamenal vyskyt Cryptosporidium pig genotyp II u selat od 6. tydne véku. To vysvétluje
nizkou intenzitu infekce timto genotypem, protoZe nase studie jiz star$i kategorie selat
nezahrnovala.

Dalsim identifikovanym druhem byla Cryptosporidium muris, nalezena v 1 vzorku
Tusu u pétitydenniho selete. Tato Zalude¢ni kryptosporidie je hostitelsky specificka pro
1lodavce a nékteré piezvykavcee (Xiao a kol. 2004). U prasat tento druh nalezli také Xiao a
tol. (2006), Zintl a kol. (2007) a Kva¢ a kol. (2008b). Vzdy se vSak stejné jako v nasem
iipadé€ jednalo pouze o ojedinély vyskyt proto je mozné predpokladat Ze se jednalo pouze

) pasaz oocysty zazivacim traktem selat.

V laboratofi veterinarni a humani parazitologie Parazitologického tistavu AV CR bylo

aké provedeno vySetirni 123 vzorki trusu jateénych prasat a 21 vzorkd trusu prasnic
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pochazejicich ze 14 farem v¢etn€é 3 nami sledovanych. Oocysty kryptosporidii byly
identifikovany u 36 jate¢nych prasat (29 %) a u 2 prasnic (10 %). V 21 piipadech se
jednalo o monoinfekci Cryptosporidium pig genotyp I a v 15 pfipadech byla zjisténa
smeésnou infekci Cryptosporidium pig genotyp Il a Cryptosporidium suis. U obou prasnic
byl pak infikovan Cryptosporidium parvum subgenotyp IlaA16G1R1, ktery byl u prasat
popséan poprvé (Kvaé a kol. 2008).
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6. ZAVER

Y V VYV V¥V
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Celkova prevalence isospor ¢inila 14,2 %.

Nejvyssi vyskyt byl zaznamenan u sajicich selat (21 %) s maximalnim vyskytem
v 2. tydnu véku (40 %).

Nejmladsi infikované sele bylo 9 dni staré.

Prijem se vyskytl u 19 % pozitivnich vzorki — nebyl prokdzin vztah mezi
isosporovou infekci a prijmovym onemocnénim.

Intenzita infekce byla pfevazné velmi slaba (69 %), v 8 % vsak byla zaznamenana i
infekce silna.

NejniZsi frekvence vyskytu byla zaznamenana v chovu s bezstelivovou technologii
(4 % - Vranin).

Nebyla prokéazana sezonnost vyskytu.

Celkova prevalence eimerii ¢inila 5,7 %.

Nejvyssi vyskyt byl zaznamenan u selat odstavenych (11 %).

Maximalni vyskyt byl v 6. az 7. tydnu véku.

Prijem se vyskytl u 19 % pozitivnich vzorki - nebyl prokédzin vztah mezi
eimeriovou infekci a priijmovym onemocnénim.

Pfi porovnani bezstelivové a stelivové technologie chovu nebyl zjistén rozdil
frekvence vyskytu parazita.

Intenzita infekce byla pfevazné velmi slaba (88 %).

Vys8i procento pozitivnich vzorkt bylo zjiténo v jarnim obdobi.

Celkova prevalence giardii ¢inila 2,4 %.
Vyskyt byl zaznamenan u selat ve 3. az 5. tydnu véku.
Intenzita infekce byla jen velmi slaba (80 %) a slaba.

Giardie byli nalezené ve viech sledovanych chovech.
Celkova prevalence kryptosporidii ¢inila 19 %.

Nejvyssi vyskyt byl zaznamenan u selat odstavenych (26 %).

Nejmladsi infikované sele bylo 3 dny staré.
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Prijem se vyskytl u 12 % pozitivnich vzorkd — nebyl prokdzédn vztah mezi
kryptosporidiovou infekci a prijmovym onemocnénim.

Byli zjistény vSechny stupné intenzity infekce. V 50 % pozitivnich vzorkl se
jednalo o infekci velmi slabou (69 %) a v 6 % byla zaznamenana i infekce silna.
Frekvence vyskytu byla nejvyssi v jarnim obdobi.

Pii vySetfeni obarvenych roztéri bylo zaznamenano vys§i procento pozitivnich
vzorkl oproti vySetfeni flota¢né-koncentraéni metodou (o 28 %).

Na zakladé molekularnich analyz byl nejcastéji popsan druh Cryptosporidium suis
a v jednotlivych ptipadech i Cryptosporidium pig genotyp Il a Cryptosporidium
TUFiS.

Kryptosporidie se v 18 vzorcich vyskytli spole¢né s dal$imi sledovanymi parazity.
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7. SUMMARY

In two years of observation, (spring 2006, autumn 2006, spring 2007 and autumn 2007)
were being screened for parasites in total 495 faecal samples coming out of three farms
from Ceske Budejovice (285 samples of suckling pigs not older then 28 days and 174
samples of piglets not older then 8 weeks). The method used to examine those samples was
a flotation-concentrating method (Sheather’s sugar solution) and in the year of 2007 was
also used a specific aniline-carbol-methyl violet staining method to detect the
Cryptosporidium spp. followed by genotyping which used and applied molecular
indicators.

In screened samples were mainly detected parasites named Cryptosporidium spp., found
in 4,1 % of faecal samples in 2006 and in 2007 in 32,8 % faecal samples, out of which
14,4 % was found in pre-weaned piglets samples and 26,4 % in post-weaned piglets. Based
on genotyping provided on positive samples out of the year 2007, using method of
sequensing analysis SSU rRNA, was the occurence of C. suis, Cryptosporidium pig
genotype Il a C. Muris described.

High prevalence of Isospora suis 13,9 % (64/459) was also detected with its
appearance, in particular, in pre-weaned piglets 21,4 % (61/285). Further on, some of other
identified group was Eimerie spp. 5,7 % (26/459) infecting, in the main, post-weaned
piglets 10,9% (19/174) and Giardia intestinalis 2,4 % (10/459).

Most of the samples mentioned occured in conditioned faeces and there is no seasonal

relationship to the parasital occurance.

54



8. PREHLED POUZITE LITERATURY

ADAM R. D. 2001: Biology of Giardia lamblia. Clin. Microbiol. Rev. p. 447—475.

ATWILL E. R., SWEITZER R. A., PEREIRA M. G., GARDNER I. A., VAN VUREN D., BOYCE
W. M. 1997: Prevalence of and associated risk factors for shedding Cryptosporidium
parvum oocysts and Giardia cysts within feral pig populations in California. Appl.
Environ. Microbiol. 63: 3946-3949.

BALOUNOVA K. 2005: Kokcidiéza selat a jeji vliv na ekonomiku chovu. Pieklad
z International Pig Topics 6/2004. Nas chov 54(7): P29-30.

BERGELAND M. E. 1977: Necrotic enteritis in nursing piglets. Proc. Am. Assoc. Vet. Lab.
Diagn. 20: 151-158.

CURRENT W. L. AND GARCIA L. S. 1991: Cryptosporidiosis. Clin. Microbiol. Rev. p. 325-
358.

DAUGSCHIES A., MEYER C., JOACHIM A. 1999: Vorkommen von Isospora suis in

Ferkelerzeuger- und Ferkelaufzuchtbetrieben. Praktischer Tierarzt 80(6): 530-537.
DAUGSCHIES A., BOSE R., MARX J., TEICH K., FRIEDHOFF K. T. 2002: Development and
application of a standardized assay for chemical disinfection of coccidia oocysty. Vet.

Parasitol. 103: 299-308.

DAUGSCHIES A., IMAROM S., GANTER M., AND BOLLWAHN W. 2004: Prevalence of

Eimeria spp. in Sows at Piglet-producing farms in Germany. J. Vet. Med. B 51, 135-139.
DE GRAAF D. C., VANOPDENBOSCH E., ORTEGA-MORA L. M., ABBASSI H., PEETERS J.
E. 1999: A review of the importance of cryptosporidiosis in farm animals. Int. J. Parasitol.

29: 1269-1287.

DRAZAN J. A KOL. 1987: Nemoci prasat. SZN Praha, 233s.

55



ENEMARK H. L., AHRENS P., BILLE-HANSEN V., HEEGARD P. M. H., VIGRE H.,
THAMSBORG S. M., LIND P. 2003: Cryptosporidium parvum: infectivity and pathogenicity

of the ,,porcine genotype*. Parasitol. 126: 407-416.

ERNST J. V., LINDSAY D. S., JARVINEN J. A., Topp K. S., BANE D. P. 1986: The

sporulation time of Isospora suis oocysts from different sources. Vet. Parasitol. 22: 1-8.

FAYER R., SPEER C. A., DUBEY J. P. 1997: The general biology of Cryptosporidium. In:
Cryptosporidium and cryptosporidiosis. Fayer R. (Ed.). CRC Press. pp. 2-33.

FAYER R., MORGAN U., UptoN S. J. 2000: Epidemiology of Cryptosporidium:

transmission, detection and identification. Int. J. Parasitol. 30: 1305-1322.

FAYER R. 2004: Cryptosporidium: A water-borne zoonotic parasite. Vet. Parasitol. 126:
37-56

FLETA J., SANCHEZ-ACEDO C., CLAVEL A., QUILEZ J. 1995: Detection of
Cryptosporidium oocysts in extra-intetinal tissues of sheep and pigs. Vet. Parasitol. 59:
201-205.

FOREYT W. J. 2001: Veterinary Parasitology — reference manual. Blackwell Publishing
Professional. 74 — 75, 137-148.

GUSELLE N. J., APPELBEE A. J., OLSON M. E. 2003: Biology of Cryptosporidium parvum

in pigs: from weaning to market. Vet. Parasitol. 113: 7-18.

HAMADEJOVA K., VITOVEC J. 2005: Occorence of the coccidium Isospora suis in piglets.
Vet. Med. — Czech 50(4): 159-163.

HAMADEJOVA K. 2005: Vyskyt paraziti zaZivaciho Ustroji prasat v riznych technologiich
odchovu. Disertaéni prace ZF JCU.

HAMNES 1. S., GJERDE B., ROBERTSON L. 2006: Prevalence of Giardia and

Cryptosporidium in dairy calves in three areas of Norway. Vet. Parasitol. 140: 204-216.

56



JOHNSON J., BUDDLE R., REID S., ARMSON A., RYaAN U. M. 2008: Prevalence of
Cryptosporidium genotypes in pre and post-weaned pigs in Australia. Experimental

Parasitol. 119: 418-421.

KARAMON J., ZIOMKO I., CENCEK T. 2007: Prevalence of Isospora suis and Eimeria spp.

in suckling piglets and sows in Poland. Vet. Parasitol. 147: 171-175.

KENNEDY G. A., KREITNER G. L., STRAFUSS A. C. 1977: Cryptosporidiosis in three pigs.
J. Am. Vet. Med. Assoc. 170: 348-350.

KORINKOVA K. 2006: Obecna parazitologie. P¥F UJEP Usti nad Labem. 88s.

KOUDELA B., VITOVEC J., SONKOVA J., VOBROVA D. 1986: Coccidiosis in suckling
piglets raised on large farms (in Czech). Vet. Med. (Praha) 31: 725-732.

KOUDELA B., VIiTOVEC J. 1987: Patology of natural isosporosis in nursing piglets. Folia
Parasitol. 34: 199- 204.

KOUDELA B., NOHYNKOVA E., VITOVEC J., PAKANDL M., KULDA J. 1991: Giardia
infection in pigs: Detection and in vitro isolation of trophozoites of the Giardia intestinalis
group. Parasitology 102: 163-166.

KOUDELA B. 1995: Giardie u hospodafskych zvifat. Veterinafstvi. 8: 365- 369.

KOUDELA B., VITOVEC J. 1998: Diagnostika kokcididzy sajicich selat. Veterinafstvi
36(1): 23-24.

KOUDELA B. 1999: Kokcidioza sajicich selat. Vet. Med. (Praha) 44: 183- 191.

KOUDELA B., KUCEROVA §. 1999: Role of acquired imunity and natural age resistence on

course of Isospora suis Coccidiosis in nursing piglets. Vet. Parasitol. 82: 93-99.

KOUDELA B. 2000a: Kokcidie Isospora suis - vyznamny plvodce prijmového

onemocnéni selat. Farmar 7-8: 78-79.

58



KOUDELA B. 2000b: Kryptospridie jako ptiivodci zoonotického onemocnéni. Veterinafstvi
10: 408-409.

KOUDELA B. 2001: Parazité zvifat jako ptivodci onemocnéni ¢loveka. Farmar 2: 69-70.

KVAC M., KVETONOVA D. 2005: Druhy a genotypy kryptosporidii parazitujici u skotu.
Veterinafstvi 6: 356-358.

KVAC M., HANZLIKOVA D., SAK B., KVETONOVA D. 2008a: Prevalence and age-related
infection of Cryptosporidium suis, C. muris and Cryptosporidium pig genotype Il in pigs
on a farm komplex in the Czech Republic. Institute of Parasitology, Biology Centre of the
Academy of Sciences of the Czech Republic. Vet. Parasitol.- 4636.

KVAC M., SAK B., KVETONOVA D., DITRICH O., HOFMANNOVA L., MODRY D., VITOVEC
J., X1A0 L. 2008b: Infectivity, pathogenicity, and genetic characteristics of mammalian

gastric Cryptosporidium spp. in domestic ruminants. Vet. Parasitol. 153: 363-367.
KVAC M., SAK B., HANZLIKOVA D., KOTILOVA J., KVETONOVA D. 2009: Molecular
characterization of Cryptosporidium isolates from pigs at slaughterhouses in South

Bohemia, Czech Republic. Parasitol. Res. 104: 425-428.

LANDOVA L., VITOVEC J. 2005: Vyskyt a sezonni dynamika kokcidie Isospora suis. Series
for Snimal Sciences 22(2): 101-106.

LANGKJAER R. B., VIGRE H., ENEMARK H. L., MADDOX-HYTTEL C. 2007: Molecular
and phylogenetic characterization of Cryptosporidium and Giardia from pigs and cattle in
Denmark. Parasitology 134: 339-350.

LARSEN K. 1996: Isospora suis Porcine neonatal coccidiosis. Dan. Vet. J. 79: 387-392.

LINDSAY D. S., CURRENT W. L., ERNST J. V. 1983: Excystation of Isospora suis Bister,
1934 of swine. Z. Parasiten-kde. 69: 27-34.

59



LINDSAY D. S., ERNST J. V., CURRENT W. L., START B. P., STEWARD T. B. 1984:
Prevalence of oocysty of Isospora suis and Eimeria spp. from sows on farms with and

without a history of neonatal coccidiosis. J. Am. Vet. Med. Asoc. 185: 419-421.

LINDSAY D. S., BLAGBURN B. L. 1994: Biology of mammalian Isospora. Parasitol. Today
10: 214-220.

LUKESOVA D., ZIZLAVSKY M., DRABEK J. 1997: Parazitozy parasat - ekonomicka

zavaznost a moZnosti vyuZiti antiparazitik. Nas§ chov 6: 48-50.

MACEK R. 2006: Isospordza selat. Nas chov 1: P23-24.

MACKENZIE W. R., HOXIE N. J., PROCTOR M. E., GRADUS M. S., BLAIR K. A.,
PETERSON D. E., KAZMIERCZAK J. J., ADDISS D. G., Fox K. R., ROSE J. B., DAvis J. P.
1994: A massive outbreak in Milwaukee of Cryptosporidium infections transmitted
through the public water supply. n. Eng. J. Med. 331: 161-167.

MADDOX-HYTTEL C. H., LANGSKJAER R. B., ENEMARK H. L., VIGRE H. 2006:
Cryptosporidium and Giardia in different age groups of Danish cattle and pigs. Occurrence

and management associated risk factors. Vet. Parasitol. 141: 48-59.

MEYER, C., JOACHIM A., DAUGSCHIES A. 1999: Occurrence of Isospora suis in larger

piglet production units and on specialized piglet rearing farms. Vet. Parasitol. 82: 277-284.

MILACEK P., ViTOVEC J. 1985: Differential staining of Cryptosporidia by aniline-carbol-
methyl violet and tartrazine in smears from feaces and scrapings of intestinal mucosa. Folia

Parasitol. 32-50.

MOON H. W., BEMRICK W. J. 1981: Fecal transmission of calf cryptosporidia between
calves and pigs. Vet. Pathol. 18: 248-255.

MORGAN U. M., SARGENT K. D., DEPLAZES P., FORBES D. A., SPANO F., HERTZBERG H.,
ELLIOT A., THOMPSON R. C. 1998: Molecular characterization of Cryptosporidium from

various hosts. Parasitology 117: 31-37.

60



MORGAN U. M., BUDDLE J. R., ARMSON A., ELLIOT A., THOMPSON R. C. A. 1999:
Molecular and biological characterization of Cryptosporidium in pigs. Aust. Vet. J. 77: 44-
47.

NAPRAVNIK J., ZAJICEK D. 1993: Tlumeni parazitéz v chovech prasat. Metodika UZPI.
Praha: 28s.

NUNEZ A., MCNEILLY F., PEREA A., SANCHES-CORDON P. J., HUERTA B., ALLAN G.,
CARRASCO L. 2003: Coinfection by Cryptosporidium parvum and porcine circovirus type
2.J. Vet. Med. B. 50: 255-258.

O'DONOGHUE P. J. 1995: Cryptosporidium and cryptosporidiosis in man and animals. J.
Parasitol. 25: 139-195.

OLSON M. E., THORLAKSON C. L., DESELLIERS L., MORCK D. W., MCALLISTER T. A.
1997: Giardia and Cryptosporidium in Canadian farm animals. Vet. Parasitol. 68: 375-381.

O’NEIL P. A., PARFITT 1. W. 1976: Observation on Isospora suis infection in a minimal
disease pig herd. Vet. Rec. 9: 321-323.

OTTEN A., TAKLA M., DAUGSCHIES A, ROMMEL M. 1996: Untersuchungen zur
Epizootiologie und pathogenen Bedeutung von Infektionen mit Isospora suis in zehn
Ferkelerzeugerbetrieben in Nordrhein - Westfalen. Berl. Miinch. Tierdrztl. Wschr. 109:
220-223.

PADILLA M. A., VILLAPANDO R., LUCAS S. F., CRUEL J. N., DIVINA B. P., EDUARDO S. L.
2001: Prevalence of swine coccidiosis in the Philippines. The 18th International

Konference of the World Association for the Advancement of Vet. Par. Itali 54.

PANCIERA R. J., THOMASSEN R. W,, GARNER F. M. 1971: Cryptosporidial infection in a
calf. Vet. Pathol. 8: 479-484.

PAVLASEK 1. 1995: Kryptosporidie u savci. Veterinafstvi 6: 265-271.

61



PAVLASEK 1. 1997: Vyskyt Cryptosporidium parvum u odstavenych selat. Na3 chov 46:
23-24.

PEREIRA S. J., RAMIREZ N. E., X1IAO L., WARD L. A., 2002: Pathogenesis of human and
bovine Cryptosporidium parvum in gnotobiotic pigs. J. Infect. Dis. 186: 715-718.

QUILEZ J., SANCHEZ-ACEDO C., CLAVE A., DEL CACHO E., LOPEZ-BERNAD F. 1996:
Prevalence of Cryptosporidium infections in pigs in Aragoén (northeastern Spain). Vet.
Parasitol. 56: 345-348.

REBANOVA V. 1998: Protozoologie. JCU C. Budgjovice. 64s.

ROMMEL M., ECKERT J., KUTZER E., KORTING W., SCHNIEDER T. (EDS.) 2000:

Veterindrmedizinische Parasitologie. 5. Auflage. Parey Buchverlag, Berlin, 914 pp.

RYAN U. M., SAMARASINGHE B., READ C., BUDDLE J. R., ROBERTSON 1. D., THOMPSON
R. C. A. 2003: Identification of a novel Cryptosporidium genotype in pigs. Appl. Environ.
Microbiol. 69: 3970-3974.

RYAN U. M., MONIS P., ENEMARK H. L., SULAIMAN L., SAMARASINGHE B., READ C.,
BUDDLE R., ROBERTSON I., ZHOU L., THOMPSON R. C., X1A0 L. 2004: Cryptosporidium
suis n. sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) in pigs (Sus scrofa). J. Parasitol. 90: 769-773.

RYAN U. M., READ C., HAWHINS P., WARNECKE M., SWANSON P., GRIFFITH M., DEERE
D., CUNNINGHAM M., Cox, P. 2005: Genotypes of Cryptosporidium from Sydney water

catchment areas. J. Appl. Microbiol. 98: 1221-1229.

RYSAVY B., CERNA Z., CHALUPSKY J., ORSZAGH l., VOJTEK J. 1989: Zaklady
parazitologie. SPN Praha. 216 s.

SANFORD S. E. 1983: Porcine neonatal coccidiosis: clinical, pathological, epidemiological

and diagnostic features. Calif. Vet. 37: 26-30.

62



SANFORD 8. E. 1987: Enteric cryptosporidial infection in pigs: 184 cases (1981-1985). J.
Am. Vet. Med. Assoc. 190: 695-698.

STUART B. P., LINDSAY D. S. 1986: Coccidiosis in swine. In: Herd R., Gibbs H. C.,Murrell
K. D. (eds.): The veterinary Clinics of the North America Food Animal Practice.
Philadelphia, PA, W. B. Saunders. Vol. 2: 455-468.

SUAREZ-LUENGAS L., CLAVEL A., QUIiLEZ J., GONI-CEPERO M. P., TORRES E.,
SANCHEZ- ACEDO C., DEL CACHO E. 2007: Molecular characterization of
Cryptosporidium isolates from pigs in Zaragoza (northeastern Spain), Vet. Parasitol. 148:
231-235.

SVOBODOVA V., DOLEZIL Z. 2001: Diagnostické metody giardidzy. Veterinafstvi 1: 29-
30.

Tusss R. C. 1987: Controlling coccidiosis in neonatal Pig. Vet. Society, Hamburg 729.

Tzipori S., SMITH M., T. MAKIN, HALPIN C. 1982: Enterocolitis in piglets caused by
Cryptosporidium sp. purified from calf faeces. Vet. Parasitol. 11: 121-126.

ViTovEC J., KOUDELA B. 1987: Natural cyrptosporidiosis in a piglet suffering from

pseudomembranous typhlitis. Folia Parasitol. 34: 378.

VITOVEC J., KOUDELA B. 1990: Double alteration of the small intestine in conventional
and gnotobiotic piglets experimentally infected with the coccidium Isospora suis

(Apicomplexa: Eimeriidae). Folia Parasitol. 37: 21-33.
VITOVEC J., KOUDELA B., KUDWEIS M. 1990: Endoparaziti vyznamnych hospodaiskych
zvifat a jejich patogenita. Parazité ve velkochovech a moZnosti prevence. Zéavére¢na

zprava, Ceské Budéjovice.

VIiTOVEC J., KOUDELA B. 1992: Pathogenesis of intestinal cryptosporidiosis in

conventional and gnotobiotic piglets. Vet. Parasitol. 43: 25-36.

63



VITOVEC J., HAMADEJOVA K., LANDOVA L., KVAC M., KVETONOVA D., SAK B. 2006:
Prevalence and pathogenicity of Cryptosporidium suis in pre- and post-weaned pigs. J.
Vet. Med.B. 53: 239-243.

VOJTKOVA L. 1987: Zoologie bezobratlych I. UJEP Brno.

WENG Y. B,, HU YJ,, L1 Y, L1 B. S,, LIN R. Q., XIE D. H., GASSER R. B., ZHU X. Q.
2005: Survey of intestinal parasites in pigs from intensive farms in Guangdong Province,

People’s Republic of China. Vet. Parasitol. 127: 333- 336.

WIELER L. H., ILIEFF A., HERBST W., BAUER C., WIELER E., BAUERFEIND R., FAILING
K., KLOS H., WENGERT D., BALJER G., ZAHNER H. 2001: Prevalence of enteropathogens
in suckling and weaned piglets with diarrhoea in southern Germany. J. Vet. Med. B. 48:
151-159.

XI1AO L., HERD R. P., BOWMAN G. L. 1994: Prevalence of Cryptosporidium and Giardia
infections on two Ohio pig farms with different management systems. Vet. Parasitol. 52:
331-336.

XIAO L., BERN C., ARROWOOD M., SULAIMAN I., ZHOU L., KAWAI V., VIVAR A., LAL A.
A., GILMAN R. H. 2002: Identification of the Cryptosporidium pig genotype in a human
patient. J. Infect. Dis. 185: 1846-1848.

XIAO L., FAYER R., RYAN U., UPTON S. J. 2004: Cryptosporidium taxonomy: recent

advances and implications for public health. Clin. Microbiol. Rev. 17: 72-97.

XIAO L., MOORE J. E., UKOH U., GATEI W., LOWERY C. J., MURPHY T. M., DOOLEY J.
S. G.,, MILLAR B. C., ROONEY P. J., RAO J. R. 2006: Prevalence and identity of
Cryptosporidium spp. in pig slurry. Appl. Environ. Microbiol. 72: 4461-4463.

X1A0 L., FAYER R. 2008: Molecular characterisation of species and genotypes of

Cryptosporidium and Giardia and assessment of zoonotic transmission International J.

Parasitol. 38: 1239-1255.

64



X1A0 L., RyaN U. M. 2008: Molecular epidemiology. In: Fayer R., Xiao L. (Eds.),
Cryptosporidium and Cryptosporidiosis, second ed. CRC Press and IWA Publishing, Boca
Raton, FL, pp. 119-163.

YU J. R., SEO M. 2004: Infection status of pigs with Cryptosporidium parvum. The Korean
J. Parasitol. 42: 45-47.

ZAJICEK D. 1988: Ochranou zdravi zvifat ke zdravé potraviné. Veterinaistvi 38: 388-390.
ZAJICEK D. 1989: Prizkum vyskytu kokcidiozy selat. Veterinafstvi 39: 120-121.

ZINTL A., NEVILLE D., MAGUIRE D., FANNING S., MULCAHY G., SMITH H. V., DE WAAL
T. 2007: Prevalence of Cryptosporidium species in intensively farmed pigs in Ireland.

Parasitology 134: 1575-1582.

Z1ZLAVY M., LUKESOVA D., LIMANOVSKY M. 1998: Prevalence endoparazitéz v chovech

prasat a vyhodnoceni u¢innosti od¢erveni flubendazolem. Veterinafstvi 48(11): 467-469.

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

65


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

9. PRILOHY

1. Tabulkové vyjadreni vysledkii:

Tabulka 6: Prevalence a sezonni dynamika paraziti u selat sajicich - Libni¢
Tabulka 7: Prevalence a sezénni dynamika paraziti u selat po odstavu - Libni¢
Tabulka 8: Prevalence a sezénni dynamika parazith u selat sajicich - Vrato
Tabulka 9: Prevalence a sezonni dynamika paraziti u selat po odstavu - Vrato
Tabulka 10: Prevalence a sezonni dynamika parazitt u selat sajicich - Vranin
Tabulka 11: Prevalence a sezénni dynamika paraziti u selat po odstavu - Vranin
Tabulka 12: Prevalence isospor6zy dle véku selat ve dnech a tydnech

Tabulka 13: Prevalence kryptosporidii dle véku selat v tydnech

Tabulka 14: Prevalence eimerii a giardii dle véku selat v tydnech

Tabulka 15: Sezénni dynamika isospory suis v jednotlivych mésicich

Tabulka 16: Sezénni dynamika kryptosporydii v jednotlivych mésicich
Tabulka 17: Vztah konzistence trusu k vyskytu kryptosporidii

Tabulka 18: Vztah konzistence trusu k vyskytu isospor, eimerii a giardii
Tabulka 19: Intenzita infekce jednotlivych paraziti

Tabulka 20: Vyskyt monoinfekce a smiené infekce v jednotlivych chovech

2. Clanek:

Molecular characterization of Cryptosporidium isolates from pigs at

slaughterhouses in South Bohemia, Czech Republic

Martin Kva¢, Bohumil Sak, Dagmar Hanzlikova, Jifina Kotilova, Dana Kvétonova

66



Tabulka 6: Prevalence a sezonni dynamika parazitu u selat sajicich - Libni¢

L'b“i:aT[;elata Celkem odebrano isospora eimerie kryptosporidie giardie
: pocet % pocet % _pocet % pocet % pocet %
Jaro 2006 41 317 10 24 4 0 0,0 1 24 o 4.9
Podzim 2006 46 26,1 19,6 0 0,0 1 22 2 4,3
Jaro 2007 31 355 7 22,6 2 6,5 2 6,5 0 0,0
celkem 118 30,5 26 22,0 2 17 4 3,4 s 3,4
Tabulka 7: Prevalence a sezénni dynamika paraziti u selat po odstavu - Libni¢
Libni& - odstav Celkem odebrano isospora eimerie kryptosporidie giardie
pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
Jaro 2006 11 36,4 0 0,0 1 9,1 3 273 0 0,0
Podzim 2006 45 8,9 0 0,0 1 2.2 2 4.4 1 22
Jaro 2007 37 64,9 0 0,0 4 10,8 18 48,6 2 5.4
celkem 93 34,4 0 0,0 6 6,5 23 247 3 32
Tabulka 8: Prevalence a sezonni dynamika parazitua u selat sajicich - Vrato
Vrato '.[S?fata Celkem odebrano isospora eimerie kryptosporidie giardie
e pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
Jaro 2006 49 30,6 12 245 1 2,0 2 4.1 0 0,0
Podzim 2006 9 55,6 4 44 4 1 111 0 0,0 0 0,0
Jaro 2007 36 55,6 8 222 2 5,6 9 250 1 2,8
Podzim 2007 19 84,2 8 421 0 0,0 7 36,8 1 53
celkem 113 49,6 32 28.3 4 3.5 18 15,9 2 1,8




Tabulka 9: Prevalence a sezénni dynamika paraziti u selat po odstavu - Vrito

Vrato - odstav Celkem odebrano isospora eimerie kryptosporidie giardie
pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
Jaro 2006 4 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Podzim 2006 16 12,5 1 6,3 1 6,3 0 0,0 0 0,0
Jaro 2007 27 51,9 1 3.7 5 485 8 296 0 0,0
Podzim 2007 11 54,5 0 0,0 2 18,2 4 36,4 0 0,0
celkem 58 37,9 2 3,4 8 13,8 12 20,7 0 0,0
Tabulka 10: Prevalence a sezonni dynamika parazita u selat sajicich - Vranin
Vran;na‘-i sfelata Celkem odebrano isospora eimerie kryptosporidie giardie
I pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
Jaro 2007 24 16,7 0 0,0 1 42 3 12,5 0 0,0
Podzim 2007 30 63,3 2 6,7 0 0,0 16 53,3 1 3,3
celkem 54 42,6 2 3,7 1 1,9 19 35,2 1 1,9
Tabulka 11: Prevalence a sezonni dynamika parazitii u selat po odstavu - Vranin
Vranin - odstav Celkem odebrano isospora eimerie kryptosporidie giardie
pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
Jaro 2007 10 80,0 1 10,0 3 30,0 4 40,0 0 0,0
Podzim 2007 13 69,2 0 0 2 15,4 7 53,8 0 0,0
celkem 23 73,9 1 4,3 5 217 11 47,8 0 0,0




Tabulka 12: Prevalence isosporozy dle véku selat ve dnech a tydnech

Vék Pocet Pocet % Vék Pocet Pocet %
(dny, | vySetfenych | pozitivnich | pozitivnich | (dny, | vySetfenych | pozitivnich | pozitivnich
tydny) vzorki vzorki vzorkii | tydny) vzorki vzorki vzorki
1 0 0 0 22 13 3 23,08
2 0 0 0 23 15 1 6,67
3 0 0 0 24 16 1 6,25
4 0 0 0 25 11 1 9,09
5 1 0 0 26 24 1 417
6 3 0 0 27 15 1 6,67
7 < 0 0 28 19 0 0,00
1 8 0 0 4 113 8 7,08
8 0 0 0 29 16 0 0,00
9 2 1 50,00 30 14 1 7,14
10 12 8 66,67 31 26 0 0,00
11 8 3 37,50 32 19 1 5,26
2 15 6 40,00 33 8 0 0,00
13 16 6 37,50 34 15 0 0,00
14 14 3 21,43 35 11 0 0,00
2 67 27 40,30 109 2 1,83
15 12 3] 41,67 40 1 2,50
16 13 5 38,46 17 0 0,00
17 12 2 15,38 8 0 0
18 8 4 50,00 1-4
19 20 4 20,00 tyden 285 61 21,40
20 18 6 33,33 | véku
21 13 0 0,00 odstav 174 3 1,72
3 97 26 26,80 celkem 459 64 13,94




Tabulka 13: Prevalence kryptosporidii dle véku selat v tydnech

2006 2007
vek / tydny | vysetfeno | kryptosporidie | % pozitivnich | vySetfeno [ kryptosporidie | % pozitivnich
1 6 0 0,0 2 2 100
2 32 0 0,0 35 11 31,4
3 53 1 1,9 44 9 20,5
4 54 3 5,6 59 15 254
8 50 4 8,0 61 25 41,0
6 23 1 43 22 40,9
7 3 0 0,0 10 50,0
8 0 0 0,0 5] 40,0
celkem 221 9 41 238 78 32,8
Tabulka 14: Prevalence eimerii a giardii dle véku selat v tydnech
veék / tydny vySetfeno eimerie % pozitivnich giardie % pozitivnich
1 8 0 0,00 0 0,00
2 67 1 1,49 0 0,00
3 97 2 2,06 3 3,09
4 113 4 3,54 4 3,54
5 109 7 6,42 2 1,83
6 40 7 17,50 1 2,50
7 17 < 2353 0 0,00
8 8 1 12,5 0 0,00
celkem 459 26 5,66 10 2,39
Tabulka 15: Sezénni dynamika isospory suis v jednotlivych mésicich
Isospora Brezen Duben Kvéten Rijen Listopad
2006 38,3 22,9 18,0 14,3 B,7
2007 11.3 7.6 20,0 26,7 47
Celkem 14,5 11,8 18,5 18,0 6,7
Tabulka 16: Sezonni dynamika kryptosporydii v jednotlivych mésicich
Kryptosporidie Bfezen Duben Kvéten Rijen Listopad
2006 1 5 0 1 2
2007 12 25 6 11 12
Celkem 21,0 23,6 7,4 12,0 15,7




Tabulka 17: Vztah konzistence trusu k vyskytu kryptosporidii

2006 2007
Konzistence trusu | celkem | kryptosporidie | % pozitivnich | celkem | kryptosporidie | % pozitivnich
Formovany 145 5 3,45 171 55 32,16
Pastovity 42 2 4,76 32 15 46,88
Kremovity 26 0 0,00 20 6 30,00
Vodnaty 8 2 25,00 15 2 13,33

Tabulka 18: Vztah konzistence trusu k vyskytu isospor, eimerii a giardii

2006 a 2007 | celkem | isospora | % pozitivnich | eimerie | % pozitivnich | giardie | % pozitivnich
Formovany | 316 37 1l 19 6,01 6 1,90
Pastovity 74 14 18,92 1 1,35 2 2,70
Krémovity 46 7 15,22 3 6,52 2 4,35
Vodnaty 23 5 21,74 3 13,04 0 0,00
Tabulka 19: Intenzita infekce jednotlivych paraziti
isospora | eimerie giardie kryptosporidie 06 | kryptosporidie 07

Velmi slaba 44 22 8 7 a3

Slaba 8 2 2 2 22
Stfedné silna 7 1 0 0

Silna 5 0 0 0 4
Tabulka 20: Vyskyt monoinfekce a smiSené infekce v jednotlivych chovech

Pocet pozitivnich vzorkl
Libni¢ Vrato Vranin

Monoinfekce 58 62 28
Kryptosporidie + giardie 1 1 1
Kryptosporidie + isospora 1 3 3
Kryptosporidie + eimerie 2 4 2
Isospora + giardie 1 0 0
Celkovy pocet nalezenych parazitl 68 78 40
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Abstract A total of 123 fecal samples of slaughtered
finisher pigs and 21 sows from 14 farms were screened
for Cryptosporidium spp. infection using the aniline-carbol-
methyl violet staining method. Positive samples were
molecularly characterized by direct sequencing of partial
small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) and GP60
partial genes and polymerase chain reaction restriction
fragment length polymorphism of SSU rRNA. Cryptospo-
ridium oocysts were microscopically identified in 36
finishers (29%) and two sows (10%). Twenty-one mono-
infections of Cryptosporidium pig genotype Il and 15
mixed-infection of Cryptosporidium pig genotype I and
Cryptosporidium suis in finishers were found. Both sows
were infected with the Cryptosporidium parvum subgeno-
type HlaA16G1R1, which is reported from pigs for the first
time.

Introduction

Cryptosporidium infection of pigs was described for the
first time in USA by Bergeland (1977) and Kennedy et al.
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(1977). Natural cryptosporidiosis in pigs has then been
reported worldwide (Xiao et al. 1994; Quilez et al. 1996;
lzumiyama et al. 2001; Wieler et al. 2001; Maddox-Hyttel
et al. 2006; Vitovec et al. 2006; Xiao et al. 2006; Langkjar
et al. 2007; Sudrez-Luengas et al. 2007; Zintl et al. 2007).
Pig cryptosporidiosis can be caused by three distinct
species/genotypes of Cryptosporidium: Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium suis, or Cryptosporidium pig
genotype II. Although natural infections with C. parvum on
the pigs farms have been described only rarely (Morgan et
al. 1999; Zintl et al. 2007), the infectivity and pathogenicity
of C. parvum have been experimentally confirmed on
conventional and gnotobiotic piglets (Moon and Bemrick
1981; Tzipori et al. 1982; Vitovec and Koudela 1992). The
other two species/genotypes, C. suis and Cryptosporidium
pig genotype I, are frequently found in pigs. However,
natural infections with both mentioned genotypes have
been found sporadically in fattening pigs and sows
(Maddox-Hyttel et al. 2006; Xiao et al. 2006; Langkjer et
al. 2007; Suarez-Luengas et al. 2007; Zintl et al. 2007).

The objective of the present study was to report the
occurrence of cryptosporidial infection in adult pigs grown
on different farms in the Czech Republic.

Materials and methods

Sample collection and examination

A total 123 fecal samples of slaughtered finisher pigs (5.5—
6 months old) and 21 sows (up to 2 years of age) were

collected from the rectum immediately after slaughter at
two slaughterhouses in the Czech Republic. Each sample

@ Springer
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was individually placed into a plastic dish without fixation.
Samples were stored in the dark at 4°C and analyzed within
24 h using the aniline-carbol-methyl violet staining method
{Milacek and Vitovec 1985).

Molecular analyses of Criplosporidium isolates

DNA isolation Genomic DNA was isolated from all
Cryptosporidium positive samples as described previously
(Sak et al. 2008).

PCR and DNA sequencing A fragment of the Cryptospo-
ridium small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) gene,
approximately 830 bp in length, was amplified by nested
polymerase chain reaction (PCR) according to Jiang et al.
(2005). Genotyping of C. parvum was performed by
sequence analysis of the GP60 gene. A fragment of this
gene (800 to 850 bp long) was amplified by nested PCR
according to Alves et al. (2003). The secondary PCR
products were sequenced using ABI BigDye Terminator
v3.l Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA) and ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems). The sequences were aligned with reference
sequences using ClustalX (ftp://fip-igbme.u-strasbg. fi/pub/
ClustalX/). In addition, SSU rRNA PCR products were
analyzed by restriction fragment length polymorphism
(RFLP).

Table 1 Molecular characterization of Cryptrosporidium species/
genotypes in pigs using sequencing of the SSU rRNA gene and its
digestion by Sspl and Fspl endonucleases

Age Farm  positive/ species/genotypes
category examined
C. Pig C. suis
parvum 1l +Pig Il
Finishers 1 1117 0 1 0
2 21/28 0 11 10
3 0/6 0 0 0
4 1/2 0 1 0
3 0/10 0 0 0
6 /5 0 0 0
7 8/10 0 6 2
8 0/6 0 0 0
9 1/9 0 1 0
10 4/11 0 1 3
11 /9 0 0 0
12 0/10 0 0 0
Total 36/123 0 21 15
Sows 13 2/13 2 0 0
14 0/8 0 0 0
Total 2/21 2 0 0

@ Springer

PCR-RFLP analysis Cryptosporidium species and geno-
types were determined by nested PCR of a SSU rRNA gene
fragment and RFLP analysis with the endonucleases Sspl
and Fspl (Fermentas) as described previously (Xiao et al.
2001).

The nucleotide sequences of the GP60 gene of C
parvum have been deposited in the GenBank database
under accession numbers EU647727-EU647728.

Results

Cryptosporidium oocysts were microscopically identified in
the feces of 36 finisher pigs (29%) and two sows (10%)
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Fig. 1 Sspl (a) and Fspl (b) digestion of SSU rRNA gene fragment.
Lane I Molecular weight marker (100 bp ladder, Fermentas), lanes 2
4 Cryptosporidum suis, lanes 5-7 Cryptosporidium pig genotype I,
lanes 8-9 mix infection Cryptosporidium suis and Cryptosporidium
pig genotype 11
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from seven farms (50%) (Table 1). No diarrhea was
observed. Infection intensities were considered to be low
on the basis of sporadic identification of Cryprosporidium
oocysts in smears. Direct sequencing of 38 PCR products
and their digestion with endonucleases revealed 21 mono-
infections with the Cryptosporidium pig genotype 11 (100%
homology to DQI182600 from GenBank) and 15 mixed-
infection with C. suis and Cryprosporidium pig genotype 11
in finishers (Fig. |). C. suis infections never occurred alone.
Both C. parvum isolates in sows were identified as the Ila
A16GIR b subgenotype.

Discussion

The results of this study revealed high prevalence (30%) of
Cryptosporidium infection in slaughtered finishers (5.5~
6 months old), whereas a much lower prevalence (5-12%)
has been detected in pigs of the same age category by Tacal
et al. (1987), Sudarez-Luengas et al. (2007), and Zintl et al.
(2007). Similar results were published by Quilez et al.
(1996), who found Cryptosporidium in 34% of 2-6 month
old fattening pigs. However, their prevalence in 2-6 months
old pigs could be misrepresented, since the highest
Cryptosporidium prevalence is most often reported in pigs
between 1.5 and 3 months of age (Sanford 1987; Guselle et
al. 2003; Maddox-Hyttel et al. 2006; Vitovec et al. 2006),
Moreover, other studies have shown low prevalence in pigs
older than 9 months (Xiao et al. 1994; Atwill et al. 1997;
Maddox-Hyttel et al. 2006). In contrast, the results of
prevalence in sows are not affected by various age category
interpretations. Our data of prevalence in sows corre-
sponded with those of other authors (Maddox-Hyttel et al.
2006; Suarez-Luengas et al. 2007; Zintl et al. 2007).

Sequence analysis of a fragment of the SSU rRNA gene
revealed the presence of two genetically distinct, host-
specific Cryptosporidium species/genotypes in finishers
known to occur in pigs, C. suis and Cryptosporidium pig
genotype 1. In agreement with other studies (Langkjer et
al. 2007; Sudrez-Luengas et al. 2007), we found the higher
prevalence of the pig genotype Il than C. suis in older pigs.
Moreover, PCR-RFLP analysis revealed the presence of C.
suis in mixed infections with pig genotype Il in more than
50% cases. Although the PCR-RFLP tool or other PCR
techniques can differentiate a wide range of Cryplosporid-
ium spp., the result depends on PCR amplification of the
dominate species/genotype. Our results showed almost
identical infection rate of both the above-mentioned
Cryptosporidium, although C. suis is more frequently found
in piglets or weaners (Langkjer et al. 2007; Sudrez-
Luengas et al. 2007; Zintl et al. 2007).

Although infectivity of C. parvum for pigs has been
confirmed experimentally (Moon and Bemrick 1981;

Tzipori et al. 1982; Vitovec and Koudela 1992), natural
infections with this species have been rarely reported
(Morgan et al. 1999; Zintl et al. 2007). Similarly as Zintl
et al. (2007), we found C. parvum infections in mature
sows, although this species is generally known to be
infective for juvenile animals only.

The GP60 gene sequences analyses of C. parvum from
our isolates revealed the allele Ila subtype Al6GIRI,
which has been previously described from cattle and
humans only (Trotz-Williams et al. 2006; Misic and Abe
2007; Plutzer and Karanis 2007; GenBank accession no.
AM937009). This is the first report of the above-mentioned
subtype of C. parvum in pigs. Although natural infections
of C. parvum in pigs are rare, the results of genotyping
showed epidemiological importance of pigs as a potential
source of zoonotic subtypes of C. parvum.
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