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1. UVOD

Chov prasat ¥eské republice ma jiz dlouholetou tradici atpastejré jako ve
vétsSing stafi Evropské unie, k vyznamnym a dlouhodgimmerné stabilnim agrarnim
odwtvim. Aby c¢eSti chovatelé prasat obstali na trhu sigeym masem, musi se
zan®iit na vysokou a standardni kvalitu wepého masa. Jednim ze zakladnich
piedpoklad zlepSeni ekonomiky produkce a dosahovani vysoldityvvepgoveho
masa je zdravotni stav prasat.

Zdravotni problematika prasat je nesmigirokd a zahrnuje choroby neinéek a
parazitdzy. RBvodci parazitdéz neZsobuji ¥tSinou uUhyny a vyrazna Klinicka
onemocgni, ale ovlivauji parametry uzitkovosti u vSech kategorii prasat.

Pouzivani chovnych technologii prasat bezémibvyrazre ovlivnilo druhové slozeni
strevnich parazit. V téchto technologiich se jiz nesetkavame s paraziisti knaji
ne@imy vyvoj a potebuji pro ukotieni vyvojového cyklu mezihostitele. Ve srovnani s
tradicnimi chovy se v satasnych intenzivnich chovech prasat snizZikgtodruhi
strevnich parazit. Naproti tomu pouzivani modernich technologii itvwhodné
podminky pro Seni parazii s gimym vyvojem. Limitujicim faktorem je vliv
chovnych technologii na vyvoj argzivani volg zZijicich stadii parazit kterymi se
infikuji dalSi hostitelé. Obeenvytvéreji tyto technologie vhodné podminky pro snadné
Siteni parazitoz fedevsim v ésledku pitomnosti velkého peiu vnimavych hostitél

Prijmova onemocéni sajicich a odstavenych selat jsou vetastym a zavaznym
problémem, zfisobujici velké ekonomickeé ztraty. Konkrétnicigleni vlivu stevnich
parazitdz je vSak velmi obtizné. Za tegtjSi a nejvyznamjsi bakterialni fvodce
jsou povazovany enterotoxigenni kmeigcherichia coli (ETEC) a Clostridium
perfringens typ C a A. Za neégpstjSi pavodce virovych pijma selat jsou povaZzovany
rotaviry a koronaviry.

Onemocsni zpisobend parazitickymi prvoky byla v minulosti povedoa za méh
dulezitd s malym praktickym vyznamem. 2Zm¢né podminky chav prasat spojené s
vysokymi koncentracemi zkdt vytv&eji vhodné podminky pro i&ni parazitickych
prvoki. Jejich vyznam v poslednich desetiletich roste gim wnovana stale &sSi
pozornost a to zejména ve spojeni s oportunnimiekegmi lidi, zvIast

imunodeficitnich jeding.



2. CILE

Cilem této diplomové prace je:
» Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidiovycieakrosporidiovych infekci
ve vybranych chovech prasat.
» Pomoci molekularnich metodditrdruh a genotyp.

» Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych diuehgenotyp.



3. LITERARNI P REHLED

3.1. KRYPTOSPORIDIE A KRYPTOSPORIDIOZA

Kryptosporidie jsou celostové rozsteni jednobu&ni intracelularni paraziti, kie
infikuji epitelialni buiky traviciho a dychaciho aparatu cébdy obratlové, véetrg
¢loveéka (O'Donoghue 1995). ddteré druhy kryptosporidii infikuji celokadu hostitel
(C. parvum), zatim co jiné jsou pra¥godobré specializované na g&itou skupinu
hostiteli jako jsou nafiklad hlodavci neboiezvykavci C. muris neboC. andersoni) a
u rekterych druli je znam pouze jeden jediny hostit€l (vrairi).

Kryptosporidie byly poprvé popsany E. E. Tyzzerdaery roku 1907 nalezl prvoka
parazitujiciho v biikach Zaludéniho epitelu u laboratornich mySi a pojmenoval ho
Cryptosporidium muris. K intenzivnimu studiu v3ak doSlo az v 70-tych létec
dvacatého stoleti v souvislosti s popisy klinickggtosporididozy u novorozenych telat
a jemat s €zkymi vodnatymi pijmy, které se ned#o vylécit Zzadnymi dostupnymi
chemoterapeutiky dasto kogili thynem (Panciera a kol. 1971). DalSim impulskeen
studiu kryptosporidiovych infekci byly prvni nalekyyptosporidiovych infekci u lidi
(Nime a kol. 1976, Meisel a kol. 1976). AvSak kagmému zvySeni zajmu doSlo v roce
1993 v souvislosti s masivni infekci z vody vicez né00 000 lidi v Milwaukee
(Wisconsin, USA) (MacKenzie a kol. 1994).

V Ceskoslovensku byl vyskyt kryptosporidiiibec poprvé zaznamenan u dvou
nucert odporaZenych 14-ti dennich & v jiznich Cechach v roce 1979 (Pavlasek
1981).

V sowasnosti je uznavano celkem 17 diukryptosporidii, které byly rozliSeny na
zaklad molekularnich rozdil, morfologie oocyst, lokalizace vyvojového cyklu
v hostiteli a hostitelské specifity. Dale je popsarelké mnozZstvi genotyp u kterych
Ize v budoucnu fedpokladat, Ze budou potvrzeny jako samostatnéydixiao a kol.
2004).

3.1.1. Systematické&azeni kryptosporidii

Diive byly kryptosporidieftazeny do blizkosti rodiimeria, tad Coccidia. Podle
vysledki molekularni analyzy bylo prokazano, Ze jsou vitieuzné gregarinam, jimz
se podoba i jejich vyvojovy cyklus (Hijjawi a k@002). Kryptosporidie p&tdo kmene



Apicomplexa ktery je pojmenovan podle tzv. apikdlniho komplexoz je soubor
organel na fednim konci zoil. Cely tento komplikovany systém uniage prinik do
hostitelské biiky a podili se na vystagtsny parazitoforni vakuoly, ve které je prvok

v hostitelské biice lokalizovan (Hausmann dildmann 2003).

3.1.2. Zivotni cyklus kryptosporidii (obrazek 1)

Nejvice probadany je cyklus drul@ryptosporidium parvum, u ostatnich druhje
piedpokladan stejny vyvoj neboiie probihat s mensimi odliSnostmi.

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni (Fay&rkol. 1997, Thompson a kol.
2005). K nakazeni dochazi fek&aralni cestou, pdenim oocysty.

Velikost oocyst se liSi podle druhu. Oocysty krgptoridii obsahuji 4 vokhuloZzené
sporozoity a porrné velké rezidudlnidisko. Nemaji mikropyle a jejich &ta je ténst
bezbarvd s charakteristickou suturou na jednom,pklerou sporozoiti opoudt
oocystu Bhem excystace. Jsou kulovito-#6¢ho tvaru, sild swtlolomné (Fayer
2007).

Cely cyklus ¥tSinou probihd v gastrointestindlnim traktu hokitéCurrent a
Blagburn 1990). Spolknuté oocysty v hostiteli exajis proteolytické enzymy
(serinové a cysteinové endopeptidazy, aminopept)ddegraduji suturu. Z oocysty se
posléze uvolni infelni stadia — sporozoiti, kteadheruji k hostitelskym likam. Na
rozdil od kokcidii se nezahgji do cytoplazmy, aletstavaji uloZzeny intracelul&n
extracytoplazmaticky. Sporozoiti se émi na trofozoity uzatené v parazitoforni
vakuole v enterocytech mikroklk Jadro trofozoita se¢i a dochazi k asexualnimu
mnoZzeni — merogonii. Vznikaji dva typy merdnieront typu | (vytvli 8 merozoit) z
néhoz nasledéivznika meront typu Il (vytvd 4 merozoity). Merozoiti z meronta typu |
se dale mnoZi asexud|rzatimco merozoiti z meronta typu Il vstupuji égaxsalni faze
— gametogonie. Merozoiti typu Il napadaji hostkélbuiky, ve kterych se transformuji
v pohlavni stadia — jednojaderné makrogamonty aejaflerné mikrogamonty.
Z mikrogamontu se uvdliji pohyblivé mikrogamety, které oplodni makrogaynet
vzniklé z makrogamoit splynutim vznikne zygota. &em endogenni sporulace
vznikaji ze zygoty dva typy oocyst — siln&rsié a tenkoshné.

Silnosénné oocysty opoudi télo hostitele s trusem (stolici) a slouzi keposu
infekce na dalsi vnimavé hostitele. Na rozdil odcysb kokcidii jsou oocysty

kryptosporidii plg infekéni jiz po vyloweni z tla hostitele.



Tenkos&nné oocysty, kterych je u druli parvum asi 20 %, excystuji je3tv tle
hostitele. Infekni stadia (sporozoiti) se akti¥nuvoliuji z oocyst a velmi rychle
pronikaji do zatim neinfikovanych mikroKlksteva (Current 1988). Tento jev je

popisovan jako tzv. autoinfekce.

Obrazek 1Vyvojovy cyklus kryptosporidii

hittp:fweww dpd.cdo gowidpdx /Thi:x.wnlled BOCYSL
ingested by host

.ﬁl

Recreational waler

Contamination of watar
and food with cocysts.

&

ﬂl Infective Stage
ﬂl Diagnostic Stage

Thick-walled oocyst 4 dk

{sporulated) exits host

D Thick-walled

cocys! (sporutated)

) Oocyst

(sparazaite
—

exils host

G

Auto-infection

Thin-walked

oocyst
(sparulaled)

Micragameites

./-""2—_@ 0

afe .i‘

X
f“:rnl/{:ﬂ 1 Mo

gian "y Sexual Cycle

V ramci roduCryptosporidium Ize rozliSit 2 monofyletické linie: Zaludei a stevni
kryptosporidie (Xiao a kol. 2004). ®wni kryptosporidie (napC. parvum, C. hominis,
C. auis, C. felis, C. canis) maji mensi kulaté oocysty, na rozdil od Zatuideh druli
(nag. C. muris, C. andersoni, C. molnari, C. galli, C. serpentis), které maji oocysty

vEétSi a ovalné.



3.1.3. Lokalizace kryptosporidif

Kryptosporidiové infekce probihaji vestginé pripadi hlavre v gastrointestinalnim
traktu (Guselle a kol. 2003). Parazit se vSakenvyvijet také v organech dychaciho a
vylu¢ovaciho aparatu (Goodstein a kol. 1989), v jatrpemkreatu a Zitniku (Kahn a
kol. 1987, Hinnant a kol. 1989).

3.1.4. Klinické priznaky kryptosporidi6zy

U imunokompetentnich jedificse klinické piznaky liSi podle lokalizace a druhu
kryptosporidie. U ¥tSiny stevnich druli, které jsou lokalizovanyipvazrie v tenkém
strewé, je pivodnim gFiznakem onemod@ni vodnaty piijem v disledku snizené
resor@gni schopnosti s¢va. Ve ¥tSirg pripadi dochazi ve 4-10 dnech k samovolnému
vyléceni, tzv. jev ,self-cure”. DalSimitfznaky mohou byt iece v kiSe, zvraceni,
mirn¢ zvysSena teplota, nevolnost, slabost, Unava, neobtui, zimnice a zvySené
poceni (Fayer 2003). Uftsnich druli kryptosporidii s lokalizaci v tlustém rete
probihd kryptosporididozatasto bez typickych ifznalki (Vitovec a kol. 2006).
Kryptosporididza zfgsobena Zaludaimi druhy mé ve &siné pripadh asymptomaticky
priabéh, pouze v #kolika piipadech byly popsany klinick&ipnaky spojené s anorexii,
Ubytkem hmotnosti a poklesem produokch ukazatél (Anderson 1987, Pospischil a
kol. 1987).

U imunodeficitnich jedint/osob je pitbéh kryptosporididzy odlisnyCasto gechazi
v chronickou formu onemoéni a probiha ve vinach. Wdhto osob se jedna o
vyznamnou oportunni infekci, ktera vede k ohrozemiivot v disledku zfisobeného

priajmu a celkového selhani organismu.

3.1.5. Zpisoby pfenosu

Kryptosporidie jsou fenaseny fekathoralni cestou, ff}éemz fenos niZze probihat
kontaktem (zuvie<lovek, ¢lovek-clovek, ¢lovek-zvire) nebo poienim kontaminované
vody (pitna, rekre&ni i marska voda, led) a potravy (mléko, ovoce,igke plody,
salaty). NejasgjSim zdrojem infekce staleugtévaji kontaminované vodni zdroje
znetisténé trusem nebo stolici (Fayer a kol. 2000a).



3.1.6. Terapie kryptosporidi6zy a preventivni opateni

Kryptosporidie jsou jednim z mnoha paréziproti kterym doposud nebyla vyvinuta
acinnd I&ba. Tento fakt fedstavuje velké nebezfienlavre pro imunodeficitni jedince
(O'Donoghue 1995, Fayer a kol. 1997, Dillinghanoh R002).

Napiklad u lidi s AIDS se vyuziva antiretroviralnich®a, ktera slouzi k posileni
imunitniho systému a symptomatickachid, kterd zahrnuje fedevsim rehydrataci
organismu.

Oocysty kryptosporidii jsou velmi odolné ve&gim prostedi, dlouho pezivaji ve
vihkém a vodnim progtdi a také v firozenych pirodnich podminkéach.
NejvyznamujSi faktor, ktery ovliviuje jejich Zivotaschopnost a infektivitu ve&$im
prostedi, je teplota. Pré&wysoké teploty (65 °C po dobu 20 minut, vrouci aatb 1
minuty) je spolehli¢ nici, stejré jako mrazeni (teploty pod -20 °C), peroxid vodiu
chlordioxid. Kryptosporidie odolavaji¢inym dezinfeknim prostedkim uzivanym f
Gpraw vody. Pro tento &el se da vyuzit ozonizace vody nebo také Ukéma
(Betancourt a Rosei 2004).

DalSi moznosti f tlumeni ¢i ptipadné 1ébé¢ kryptosporidiozy je vyuZziti
probiotickych bakterii. K pokugn byly pouzityLactobacillus spp. aBiffidobacterium
spp. U zastupc obou rod byly zaznamenany pozitivni ¢inky na Ustup
kryptosporididézy a rly znany vliv na inaktivaci oocyst kryptosporidii (Fostarkol.
2003, Glass a kol. 2004, Pickerd a Tuthill 2004mtszen a kol. 2004).

Hlavnim zgisobem prevence vSakistavaji, stejit jako u ostatnich infekci s fek&hn
oralnim genosem, hygienicka ogahi jako je budovani kanalizaci, jejichz cilem je
zamezit kontaminaci povrchovych vod splasky obdahuj lidské a zwveci vykaly
nebo cisteni odpadnich vod. Prév tato opateni pgedstavuji hlavni problém
v rozvojovych zemich. iP cestovani doéchto zemi je proto nutné vyvarovat se jidla,
které by mohlo byt kontaminované, jako H#ifad: tepeld neupravené, syrové ovoce a
zelenina, voda z vodovodniho kohoutku pouzivandnyéi nebo pro fipravu ledu,
nepasterizované mléko a € vyrobky ¢i potraviny koupené od poghich

prodavét, které mohou byt taktéZz kontaminované.



3.1.7. Kryptosporidie a kryptosporidiéza u prasat

Kryptosporidiové infekce u prasat byly poprvé pops& USA (Bergeland 1977,
Kennedy a kol. 1977). Od druhé poloviny osmdesatgtiyl pozorovan kosmopolitni
vyskyt a to zejména u selat po odstavu.

Prirozereé se vyskytujici kryptosporidioza prasat byla popséaelos¥étové (Koudela
a kol. 1986, Xiao a kol. 1994, Quilez a kol. 1986miyama a kol. 2001, Wieler a kol.
2001, Guselle a kol. 2003, Maddox-Hyttel a kol. @00@itovec a kol. 2006, Xiao a kol.
2006, Langkjeer a kol. 2007, Suéarez-Luengas a ko072 Zintl a kol. 2007). Jeji
vyznam a prevalence vSak nejsou doposud takedpbozkoumany jako u dalSich
zvitecich druli (nag. prezvykavci; De Graaf a kol. 1999). V naSich podmatk&e
vyskytem kryptosporididézy u prasat zabyvali Vitowe&oudela (1987), Zajek (1988
a 1989), Vitovec a kol. (1990), Vitovec a Koudel@92), Pavlasek (1997), Vitovec a
kol. (2006).

Za jediného fivodce kryptosporidiézy u prasat byl dlouho povaiovdruh
Cryptosporidium parvum, ktery byl poprvé popsan E. E. Tyzzerem v roce219&
strevnim epitelu mysi. V roce 1998 byl pomoci molekuiéh analyz popsan novy
genotyp prasdch kryptosporidii -Cryptosporidium pig genotype | (Morgan a kol.
1998). O c¢tyii roky pozdji popsali Ryan a kol. (2003) dalSi prasegenotyp
kryptosporidii — Cryptosporidium pig genotype Il. Na zaklg&d biologickych a
molekularnich studii byl nasledrCryptosporidium pig genotype | popsan jako novy
druh Cryptosporidium suis (Ryan a kol. 2004).

Obecr Izefici, Ze frirozené kryptosporidiové infekce u prasat s&amdjji objevuji
u selat starSich 1 ¢nice, ale ne starSich &sia1 véku (Fleta a kol. 1995, Quilez a kol.
1996, Atwill a kol. 1997). Méh ¢asto jsou popisovany infekce u selat mladSich nez 1
meésic nebo u dosihych prasat (Sanford 1983, 1987, Fleta a kol. 199&ilez a kol.
1996, Wieler a kol. 2001, Hamnes a kol. 2006, Maddgttel a kol. 2006, Vitovec a
kol. 2006).

Infekce jsou omezené pouze néegb s lokalizaci v tenkém a/nebo tlustérrewt
(Vitovec a Koudela 1987, Morfitt a Pohlenz 1989fovéec a kol. 1990, Coates 1991,
Vitovec a Koudela 1992).

Prijem u selat je obvykle multifaktorialnim problémezrpisobeny celouradou
patogeri jako kokcidie, Srongyloides sp., Salmonella spp., Clostridium perfringens,
Escherichia coli, adenoviry, rotaviry nebo cirkoviry (Sanford 198&nhemark a kol.

2003, Nufiez a kol. 2003). Na rozdil od kryptospiogich infekci telat (Rommel a kol.



2000) probiha onemoeni u selat ¥tSinou jako bezfiznakové a obvykle s nizkymi
intenzitami infekce (Vitovec a kol. 2006).

Atwill a kol. (1997) gedpokladaji, Zze i divokd prasata mohou slouzit jako
enviromentalni reservoar kryptosporidii.

Kryptosporididza prasat je rgstji zpusobena femi rozdilnymi druhy/genotypy
kryptosporidii: Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium suis, Cryptosporidium pig
genotype II.

3.1.7.1.Cryptosporidium parvum

Druh C. parvum je nejroz&iergjSi kryptosporidii s nejnizsi hostitelskou speonit
jehoz velikost oocyst je 5@,5 um (4,5-5,44,2-5,0). Pedpoklada se, zZe je infaki
pro &tSinu savé (de Graaf a kol. 1999, Fayer a kol. 2000a).chi&fjSim hostitelem
byva dobytek. Eestoze existujerada studii zabyvajici se vyskyte@. parvum
v chovech prasat (Xiao a kol. 1994, Quilez a k&P@, Olson a kol. 1997, Izumiyama a
kol. 2001, Wieler a kol. 2001), je nutné brat rtatel, Ze ¥tSina &chto praci vznikla
pied popisem novych drifgenotym praseéich kryptosporidii bez p&tné podpory
pomoci molekularnich analyz. | kdyz jsou experinag®tinfikovana prasata k tomuto
druhu velmi vnimava, nedavné studie odhalily, Z&opené infekce prasat touto
kryptosporidii jsou vzacné (Morgan a kol. 1999, iBaek a kol. 2003, Widmer a kol.
2004, Langkjaer a kol. 2007, Zintl a kol. 2007)pies ojediglé infekce vSak mohou
prasata hrat vyznamnou roli v jehiiepaseni mezi lidmi a zwty (Morgan a kol. 1999,
Ryan a kol. 2003).

PatogenitaC. parvum pro prasata byla potvrzena v experimentalnichkuoifdn na
konverénich a gnotobiotickych selatech (Moon a Bemrick 1,98zipori a kol. 1982,
Vitovec a Koudela 1992).iRnaky infekce udchto selat se liSily podle podané infek
davky. U selete s davkou 5X160cyst probihala infekce v oblasti duodena a ggjun
pozdiji pak ilea. Selata tiga vodnatymi pijmy Zluté barvy s fimési hlenu. Sliznice
v Useku jejuna a ilea byla zesilenaislédku gekrveni a s velkym mnozstvim hlenu.
Prilehlé mizni uzliny byly z#tSené a infiltrované. Selata s davkou 2,5%xbOcyst
nevykazovala Zadné vyragai klinické piznaky. Infekce probihala dasti jejuna,
pozdiji ilea.

Histopatalogické zimy v tenkém sew jsou podobné jako vifpac infekce u

piezvykava@. Jedna se o zplagti kart&oveho lemu, atrofii gevnich klki s naslednou



malabsorpci. Dochazi k postupné dilata¢gewtich krypt a ke sniZzeni enzymatické
aktivity sttevni mukozy. Sliznice postizenych organe infiltrovana lymfocyty,

monocyty, neutrofily a makrofagy (Heine a kol. 198&mmel a kol. 2000).

3.1.7.2.Cryptosporidium suis

Druh C. suis (drive Cryptosporidium pig genotype 1) je dnes rastji
diagnostikovanou kryptosporidii u prasat. Je velolre pizpusobeny prasgém
hostitelim, slak infekéni pro dobytek (Enemark a kol. 2003) a neikfék pro
neonatalni mysi (Morgan a kol. 1999).

Tento druh kryptosporidii se vyskytujéepazré u sajicich selat (Langkjaer a kol.
2007). Vzhledem k tomu, Ze nebyly popsany infekogd druhem u prasnic, zdrojem
infekce pro selata bude prajmbdobré stajové prosgedi.

Ryan a kol. (2004) popsali velikost oocgxtsuis morfologicky podobnou druhG.
parvum s velikosti 4,84,2 um (4,4-4,%4,0-4,3). Naopak Vitovec a kol. (2006) uvedli
velikost oocyst signifikanthveétsi 6,25,5um (6,0-6,& 5.3-5.7).

Histologické vySaeni girozerg infikovanych selat ukazalo jako ®gepgjsSi misto
lokalizace tlusté s¢vo, zvIast pakcast tr&niku. Kryptosporidie se tak&bn¢ nalézaly
v lymfoglandularnich komplexech v submukéze tlustéteva (Vitovec a kol. 2006).

U prasat nakazenych touto kryptosporidii nebylygrozané Zzadné klinickéfznaky
onemocgni ani makroskopické z&ény na organech (Vitovec a kol. 2006). Pouze

v n¢kterych gipadech byl pozorovan mirnyigem (Enemark a kol. 2003).

3.1.7.3.Cryptosporidium pig genotyp Il

O tomto genotypu kryptosporidii prasat je znamongo¢ malo. Nefastji se
vyskytuje u starSich prasat (Langkjaer a kol. 20@5) izolovan z prasat ze zapadni
Australie, u sajiciho selete v Norskti v prase€i kejk z irskych farem a
v pramyslovych odpadnich vodach v Sydney (Ryan a kad32@005, Xiao a kol. 2006,
Hamnes a kol. 2007).

Jeho lokalizace v zazivacim traktu ani tuarvelikost oocyst nebyly doposud
dostateén¢ popsany.

Infekce zmsobenaCryptosporidium pig genotyp Il probihaipvazrie bez zjevnych
klinickych priznali (Langkjaer a kol 2007).
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3.1.7.4 Ostatni kryptosporidie a genotypy u prasat

Vyjma vySe popsanych driiha genotyff mohou byt prasata infikovana i dalSimi
druhy kryptosporidii.

Morgan a kol. (2002) experimentdlrinfikovali gnotobioticka selata oocystami
Cryptosporidium hominis. Infekce byla lokalizovana v ileu a kolonu s nizSienzitou
infekce a s mirgSimi klinickymi ptiznaky nez v fipadt infekceC. parvum.

Dale byly popsany firozené infekce" prasat kryptosporidiemi specifickypro jiné
druhy hostitel. V prasei kejc ziskané na irskych farmach byla popsatigopnost
Cryptosporidium muris (Xiao a kol. 2006). Ve vychodriiné byl z praseich vykal
izolovan Cryptosporidium parvum mysi genotyp (Chen a Huang 2007). Typickymi
piirozenymi hostiteli ¢chto kryptosporidii jsou hlodavci zeledi mySovitych a
kieckovitych (Hirkova a Modry 2003).

3.1.8. Zoonoticky potencial kryptosporidii infikujicich prasata

VSechny vySe uvedené druhy a genotypy kryptosdosdu schopné kroénsvého
piirozeného hostitele infikovat také&lovéka, coZz naznaje jejich zoonoticky
potencional.

Nap‘iklad u Cryptosporidium parvum byl jasré prokazan zoonoticky potencial, tedy
infekénost procloveéka, zejména pro HIV pozitivni jedince (Rommel a.lz000).

DalSi kryptosporidii jeCryptosporidium suis, ktera byla izolovana od HIV pacienta
(Xiao a kol. 2002). Eesto je jeji zoonoticky potencial nejisty a vyzaddplSi studium.
Pravdpodobré vSak gredstavuje uité riziko pro imunodeficitni jedince.

V posledni dob byly zaznamenany nalezy oocyatmuris u ¢lovéka, jednalo se o
HIV-pozitivni pacienty (Katsumata a kol. 2000, Caakol. 2007).

Cryptosporidium hominis pati mezi nefasgjSi pivodce lidské kryptosporididzy
(Morgan-Ryan a kol. 2002). Infekce sp@ie& s C. parvum byly popsany viad
evropskych zemich jako jsdleska republika (Hajdusek a kol. 2004), Anglie (Liean
kol. 2006), Dansko (Enemark a kol. 2002), Fran&aiyot a kol. 2001), Nizozemi
(Homan a kol. 1999), Severni Irsko (Lowery a k@l02), Svycarsko (Fretz a kol. 2003,
Glaeser a kol. 2004) a Skotsko (Mallon a kol. 2003)
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3.2. MIKROSPORIDIE A MIKROSPORIDIOZA

Mikrosporidie jsou eukaryotni obligatni vnitrokigni paraziti infikujici Siroké
spektrum bezobratlych a obratldgvecetns ¢lovéka (Didier a Weiss 2006). &8ina z
nich je parazitentlenova a ryb (Wittner 1999). V sa@asné dob je mikrosporidioza
fazena mezi oportunni infekce nejen imunodeficitn{eteber a kol. 2000), ale i
imunokompetentnich jediGdLores a kol. 2002b).

Parazit byl poprvé popsan roku 1857, kdy Nageliniifikoval nového parazita
v housenkach bource moruSovélBortbix mori), ktery pustosil celé chovy a hrozilo
tak znteni celého hedvabného upmyslu v Evrog. Tohoto parazita pojmenoval
Nosema bombycis.

V souwasné dob predstavuji mikrosporidie nejt8i problém pedevsim v komeénim
chovu ryb, hedvabnictvi aglarstvi (Becnel a Andreadis 1999, Shaw a Kent 1999).

Prvni mikrosporidii popsanou u sdvdyla Encephalitozoon cuniculi, pivodns
popsana u kralikv roce 1922. Dnes je tento druh znamy u Siroké@lektsa savi.

V roce 1959 byly poprvé popsany infekce mikrospondlidi (Matsubayashi a kol.
1959). Jednalo se spiSe o vzacnépgmy. Od poloviny sedmdesatych let vSak
dramaticky vzrostl p&et identifikovanych infekci u imunodeficitnich jedi
postizenych virem HIV nebo simunitou sniZzenou uslddku pouzivani
imunosuprimujicich 1&k (Weber a kol. 1994). Od té doby bylo popsano mmididich
druhi a zajem o studie mikrosporidii vzrostl.

Kmen Microsporidiav sowasnosti zahrnuje velké mnozstvi diwdoposud jich
bylo popsano fiblizné 1300 (Larson 1999).

3.2.1. Systematick&azeni mikrosporidii

Mikrosporidie byly donedavna povazovany za samogtkimen prvok. Na zaklad
recent’d provedenych studii bylo vSak prokdzano, Ze mikvasgee jsou doke
definovanou skupinou bezipuznosti k protozoim a proto jséazeny do samostatného
kmene Microsporidia (Cavalier-Smith 1998). | kdg2 mikrosporidie strukturain
nepodobaji zZzadnému klasickému houbovému organismaji spoleéné pedky
s houbami (Thomarat a kol. 2004). V gasnosti jsou mikrosporidie fazeny v ramci
iiSe Fungi (Keeling a kol. 2000, Keeling 2003).
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3.2.2. Zivotni cyklus mikrosporidii

Zivotni cyklus mikrosporidii mZzeme obech rozdilit na i faze: infekni faze,
proliferativni faze a faze sporogonie (Cali a Takxo 1999). Vyvoj parazita tize
probihat uvnit parazitoforni vakuoly (nd&p Encephalitozoon spp.), ktera odtuje
cytoplazmu hostitelské kiley od mikrosporidie. Mechanismus, kterym mikrospai
tuto vakuolu vytvéeji, neni doposud znam.¢kinou je vyvojovy cyklus lokalizovan
volné v cytoplasnd hostitelské biiky (nag. Enterocytozoon bieneusi, Nosema spp.)
(obrazek 2).

Nejcastji se zrala spora dostava ddet hostitele poenim nebo vdechnutim. Mozna
je také piméa ani infekce¢i transplacentarni infekce, ktera byla prokdzananysi,
kralika, psi, koni a opic (Canning a Lom 1986). tlovéka zatim tento i@nos
zaznamenan nebyl (Didier a kol. 1998). Mechanisrktesym mikrosporidie pronikaji
do hostitelské htky, je jednim z nejvice sofistikovanych mechanismtbec.
Umoziuje jim proniknout do hostitelské tky témet nepozorovata zarove je chrani
pied obrannymi mechanismy hostitele (Franzen 2005).

Byly objeveny dva zfsoby, kterymi mikrosporidie mohou pronikat do hiedsike
buiky. Prvnim zfisobem je vyseleni pélové trubice. Tento mechanismuscdesto
piirovnavan ke svlékani prstu rukavice zeinién. Toto obraceni Zma na vrcholku
spory po prolomeni jeji ztéané stny (Keohane a Weiss 1999). DalSimiagpbem,
kterym mohou mikrosporidie pronikat do hostiteldkdnky, je fagocytdéza. Spora je
pohicena bitkou a fagozom s pohlcenou sporou dospiva v lysoZpmoeroplasma je
schopna uniknout z do&gho lysozomu a infikovat cytoplasmu hostitelskéikyu

vystirelenim polove trubice (Franzen 2005).
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Obrazek 2Vyvojovy cyklus mikrosporidii

An Infective Stage
A\ = Diagnostic Stage

Enterocytozoon bieneusi

0OAA © © 0 6 O

Encephalitoroon inteshnalis®
*Development inside parasitophorous vacuole alzo cccurs in E, heller and E. cumicull.
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Spora je ve vhodném prastli stimulovana k vygtleni pélové trubice a naslednému
praniku infekeni sporoplasmy skrz ni do hostitelskénkyl a zahajeni proliferativni
vegetativni faze zvané merogonie. Mikrosporidiejggdathem svého Zivotniho cyklu
merogonii a sporogonii, které mohou probihat vméteostitelské tkani nebo uanych
tkanich stejného hostitele nebo dokoncéianych generacich stejného hostitelského
druhu. Merogonie trva kratSi dobu a vznikdi mi meront, ktery dozrava ze
sporoplasmy. Po obdobfistu a jadernéhoéteni vznikaji dcénné buiky-merozoity.
Meronty a merozoity jsou morfologicky identickéfi Bporogonii dochézi kateni
sporonfi, ktefi jsou odvozeni z merozdita jejich dcéinnych bugk a vyviji se
sporoblast gast&€né vytvorenym vystelovacim aparatem, ktery dozrava v irdfiek
spory (Vavra a Larrson 1999). Az do stadia vznigarsiejsou biikky hostitele viditels
poSkozovany. Kdyz je cytoplasma hostitelskénkyu naplréna sporami, dochazi
k rozpadu bitky a uvolreéni spor do prosédi. Z €la hostitele se spory dostavaji &#no
trusem, bronchialnim sekretem nebo az po smrtitktest
Silna mnohovrstevna &ta spory se sklada z proteinové exospory, z chiéno
endospory a vnihi plazmatické membrany (Prigneau a kol. 2000).tihiprostor
spory je vyplgny cytoplasmou s eukaryotnim jadrem (sporoplasniakini améboidni
zarodek). Dominantni strukturou uvniralé spory je tzv. vystlovaci aparat, tweny
dutou stéenou pdlovou trubici, ktera je ukotvena ngednim polu spory v mist
nazyvaném kotvici disk, polaroplastem vy®maym navrstvenimésné priloZzenych
membranovych lamel a vezikul a zadni vakuolou,&jerdobse viditelna ve sstelném
mikroskopu (obrazek 3). Ret zavifi polové trubice a jejich uspédani je druhay
specifické. K dalSim butnym organelam mikrosporidii gathrubé endoplazmatické
retikulum, volné ribosomy a drobnédky pripominajici Golgiho aparat.

Spory maji neajastji ovalny tvar, vyskytuji se i tvary tkovité, kulovité i
hruskovité. Mohou vznikat dva typygahto spor. Prvnim typem jsou ,§8i spory”,
které jsou produkovany ve velkémdo a jsou uvalovany z hostitele. Maji relati¢n
silnou sénu a jsou odolné ve ¥$im prostedi. Druhym typem jsou ,vrithi spory”, ty
jsou produkovany v menSich ggech a maji tefi s&nu nez spory ,v&Si“. Tyto spory
vznikaji WwtSinou mnoZenim vtk&ni f®vniho traktu, ktery byl napadeny

mikrosporidiemi. K jejich vystleni dochazi samovav téle pivodniho hostitele.
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Obrazek 3Spora mikrosporidie (Franzen 2005)

Anchoring disc

Polaroplast
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Posterior vacuole

V souwtasnosti se mikrosporidieskdl do 2 #id podle bus¢ného cyklu, typu hostitele,
morfologie spor a typuipnosu. Do ifdy Dihaplophasea jsokazeny mikrosporidie,
jejichz jadro hem Zivotniho cyklu tvid diplokaryon, d¢ trvale sdruZzena synchrafin
se clici jadra (nap. u roduNosema). Do tidy Haplophased&adime mikrosporidie,
které ve vSech fazich svého Zivotniho cyklu majizmjedno izolované jadro (napu
rodu Encephalitozoon) (Sprague a kol. 1992).

3.2.3. Lokalizace mikrosporidif

Mikrosporidiové infekce probihaji vectdine pripadi v gastrointestinalnim traktu.
Mezi dalSi mozna mista ganag. dychaci ustroji, Zknik a Zllkoveé cesty, dvanactnik,

mocovy mechyt, oko a mnoho dalSich orgafVavra a Larrson 1999).

3.2.4. Klinické ptiznaky mikrosporididzy

Projev mikrosporidiovych infekci zavisi na drumikrosporidii, druhu infekce,
druhu a ¥ku hostitele v dob infekce a schopnosti imunitni odpml hostitelského
organismu.

NejbeznejSim symptomem onemoéni je dlouhotrvajici pijem, ktery vSak nemusi
byt pravidlem. Bylo popsano i Vvajsi systémové onemoéni, jako

keratokonjunktivitida, z&ft dutin, zawdt priduSnice a prduSek, za#& mozku,
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intersticialni zadt ledvin, hepatitida, z&b Zlucniku, zawt kosti a kostni gkre a
myositis (Kolter a kol. 1998, Didier a kol. 2004).

Zatimco u imunokompetentnich jedinéasto probiha mikrosporididza jako mirné
nebo spontarinmizejici onemoceni, u pacient s AIDS nebo jinak imunodeficitnich
jedinal je onemoc#ni provazené chronickymi fjmy, které vedou k malabsorbci
Zivin, ubytku hmotnosti, Werpani atasto kowi smrti jedince (Orenstein a kol. 1990,
Kotler a kol. 1994). Nejvice ohrozeni jsou lidé K&, po transplantaci organdkti,
cestovatelé, nositelé kontaktni¢bcek a lidé vysSiho &ku (Bryan a Schwartz 1999,
Deplazes a kol. 2000).

3.2.5. Zpisoby pfenosu

Mikrosporidiové spory mohou byt do Zivotniho ptesti uvolny stolici, m&i nebo
dychacimi sekrety. Jejich vyskyt byl popsan v mnptastedich, jako jsou voda,ipa
a potraviny, kde @stavaji po dlouhou dobu inféki (Dowd a kol. 1998, Cotte a kol.
1999, Fournier a kol. 2000). Zdrojem infekce jsowsioby nebo zvata nakazena
mikrosporidiemi, ktera vyleuji spory. AvSak zdrojegthto infekci u lidi nejsou je3t
zcela objasény (Dengjel a kol. 2001, Drosten a kol. 2005), aliata pati mezi ty
nejpravépodobrejsi.

3.2.6. Terapie mikrosporidiézy a preventivni opateni

Jelikoz zmsoby enosu a zdroje infekce nejsou zatim zcela oBfasnmoznym
zpisobem ochrany je vyhnout séijpmani spor spolu s kontaminovanou vod&u
potravinami.

Na rozdil od kryptosporididzy jiz existuji Iékyqir dvéma negastjSim pivodaim
lidské mikrosporidiozy. Infekce ZgobenéEnterocytozoon bieneusi je mozné |éit
pomoci fumagilinu (antibiotikum ZAspergillus fumigatum), ktery je vSak relativh
toxicky, proto se zkousSeji jeho derivaty. Meénitlivy je viaci albendazolu a jemu
podobnym benzimidazolovym prepandt, které jsou vSak dinné proti druhému
neiastjSimu pivodci lidské mikrosporidiéz¥Encephalitozoon intestinalis.

U pacient s AIDS se pouziva taktéz antiretroviralnédé, ktera slouzi k posileni

imunitniho systému.
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3.2.7. Mikrosporidie a mikrosporidiéza u prasat

Mikrosporidie jsou celositové rozSteni oportunni paraziti se Sirokym hostitelskym
spektrem, které zahrnuje taktéz prasata. Ppéasata byla oziana, mimo jina zvata,
za mozné rezervoary ¢kterych lidskych genotyp mikrosporidii. Vzhledem
k dlouhodobé chronické formonemocsni, ktera u prasat probihda, se do pexdit
dostava velké mnozstvi spor, ktet@gstavuji zdroj infekce nejen pro vnimava prasata,

ale takeé praloveka.

3.2.7.1.Enterocytozoon bieneusi

Jednd se jednozér®@ o nejroz&iensjSi mikrosporidii parazitujici u lidi. Poprvé byla
popsana v roce 1985 v enterocytech pacienta s All#Sportes a kol. 1985). Dlouhou
dobu seEnterocytozoon bieneusi pokladal za parazita infikujiciho vyhradéloveéka. Po
vice nez deseti letech od popisu bylo Zjist, Ze niZe infikovat i prasata (Deplazes a
kol. 1996b) a podilet se na Zivot ohrozujiciclijyimech. Tato mikrosporidie byla
postupr identifikovana u celéady hospod&kych a domacich zt jako jsou telata
(Rinder a kol. 2000, Santin a kol. 2004, 2005, i&aa a kol. 2004), kozy (Lores a kol.
2002a), lamy (Dengjel a kol. 2001), dky (Mathis a kol. 1999), psi (Del Aguila a kol.
1999), kralici (Del Aguila a kol. 1999), také u na&k (Chalifoux a kol. 1998,
Mansfield a kol. 1998, Schwarz a kol. 1998, Pougautol. 2002),cerné z¥¢ie (Del
Aguila a kol. 2004), boldr;, liSek, ondater, vyder a myva{Sulaiman a kol. 2003) a také
u ptaki, jako jsou kilata (Reetz a kol. 2002), pStrosi a holubi (Del Aayai kol. 2004;
Haro a kol. 2005). Toto Siroké hostitelské spektroaznguje mozny zoonoticky
potencial této mikrosporidie.

Enterocytozoon bieneus se vyznauje vyraznou tk&ovou afinitou k enterocym
tenkého deva, zvladt v ¢astech duodena a jejuna. Vz&ermuze infikovat epitel
Zlucovych cest.

Pfi pozorovani v elektronovém mikroskopu je tentohdaharakteristicky a ddb
rozeznatelny. Jeho spory jsou velmi malé (6 x 1,0um), tenkosinne, ale velmi
odolné. Vyviji se mimo parazitoforni vakuolu. Vyegp stadia jsou nejprve
jednojadernd, éhem rychlého dospivani seémi v mnohojaderna kulovita plasmodia,
ve kterych se zanedlouho vytamateridl budoucich organel spory. Mnohojaderné
plasmodium se nakonec rozpadne na velké mnozster spcharakteristickou

ultrastrukturou.

18



Molekularnimi studiemi bylo zjiho, Ze Enterocytozoon bieneusi neni jednotny.
V sowasnosti je znamoips 50 tiznych genotyp (Sulaiman a kol. 2003). Z toho 34
genotym bylo nalezenych u lidi (Mathis a kol. 2005). U sabse n€pstji vyskytuje
genotyp F, ktery vSak z hledisky lidského zdravpredstavuje vyrazné nebezjpeNa
rozdil od genotyfpp D, E nebo Peru 9, které byly v minulosti popséaakoj pivodci
lidské mikrosporididézy. Lidské genotypy nevyitv&adnou vyhragnou skupinu a
mnoho z nich je podobnych pré&ga a opéim genotyfim. Experimentalé se podaly
pienosy lidskych izolditna prase a makaka (Kondova a kol. 1998, Greeh 2604).

U prasat probiha infekcgasto asymptomaticky nebo jako chronické onertiocn
Vyrazré vySSi vyskyt byl pozorovdn u selat po odstavu, tarjych je mivodce
ozna&ovan za jednu z moznychfigin prijmu. Pro dospla prasata se zda byt
Enterocytozoon bieneusi nepatogenni (Breitenmoser a kol. 1999, MathislaZaps).

Infekce u lidi je ¥tSinou spojena s fifmovym onemoceénim, ale gkdy maze toto
onemocgni probihat asymptomaticky, zvld3t imunokompetentnich jedific

3.2.7.2. Encephalitozoon intestinalis

Tato mikrosporidie je druhou ngsgji diagnostikovanou u lidi. Poprvé byla
nalezena v roce 1992 u pacienta s AIDS, kter§l wpronickym pfijjmem (Blanshard a
kol. 1992). Rvodre byl jeji nazev Septata intestinalis (Cali a kol. 1993) kili
piitomnosti mimobu&ného materialu, ktery rozthje parazitoforni vakuolu na
jednotlivé oblasti-septa. Na zéktadnorfologickych, genetickych, imunologickych a
biochemickych znak byla Septata intestinalis reklasifikovana do rodu
Encephalitozoon (Hartskeerl a kol. 1995).

Donedavna byl tento druh popsan pouztoucka, pozdji byl identifikovan pomoci
metody PCR v trusu osla, psa, prasete, kravy a {@asnay-Llinares a kol. 1998).

V roce 2006 byl identifikovan prvnitipad Encephalitozoon intestinalis u prasnic
v Evrop (Valentakova a kol. 2006).

NejcasgjSim mistem lokalizace této mikrosporidie jsou emtgty tenkého geva.
Muze se ale roz&f i do dalSich tkani a orgdnmimo zaZivaci trakt nebo @gobit
systémove infekce. \Ele se §ii krevni cestou, prosgdnictvim makrofag, do dalSich
organi jako jsou jatra, slezina, nadledvinky, plice, mgaka placenta (Nordstoga a kol.
1972, van Dellen a kol. 1978, Steward a kol. 19M6hn a kol. 1981, 1982, Zeman a
Baskin 1985, , Canning a Hollister 1987, van Delédrol. 1989).
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V elektronovém mikroskopu je tato mikrosporidietelre rozeznatelna od ostatnich
druhi (Cali a kol. 1993). Vyvoj probiha uvhitparazitoforni vakuoly. &em
vyvojového cyklu jsou vSechna vyvojova stadia jgdderna a lezi v hice ve velké
vakuole. V proliferativni fazi se binarniméldnim tvai meronty, které maji
jednoduchou cytoplazmatickou membranu, izolovanédroja a jednoduché
cytoplazmatické organely. Faze sporogonie je charalovana zesilenim plazmalemy.
Vzniklé sporonty jsou &Sinou umisiny uprosted parazitoforni vakouly a binarrse
déli za vzniku sporoblagt Naslednym poslednim ¢l@énim se utvéeji organely

charakteristické pro sporu. Spdgyintestinalis méti 1,2pum x 2,0um.

3.2.7.3.Encephalitozoon cuniculi

Tento druh mikrosporidie byl poprvé izolovan z moezknichy a ledvin krélika
s motorickou paralyzou v roce 1922 (Wright a Craigh 1922) a nasledny rok byl
hostitelské spektrum zahrnujici celdadu sava. Frirozené infekce byly popsany u
hlodavdi, zajiai, Selem, pezvykavdé a také u primdit (Canning a Hollister 1987,
Didier a kol. 1998).

Encephalitozoon cuniculi je schopny infikovat celodadu hostitelskych buk, ve
kterych zmisobuje zaglivé zmeny. Negasgji to jsou nap. endotelialni biiky cév a
tubula ledvin, epitelialni biikky a ostatni biiky ve WtSiné tkani, hlave vSak mozku a
ledvin. V €le se §ii prostednictvim makrofay NegasgjSim zpisobem nakazeni je
inhalace nebo ingesce, infegk spory se pak do ¥$iho prostedi Sfti moi nebo
vykaly.

Vyvoj této mikrosporidie probiha uvhiparazitoforni vakuoly. VSechna vyvojova
stddia maji Bhem vyvoje jednoduché jadro. Meronti, vznikli bimidén clenim,
zastavaji v blizkosti membrany vakuoly. Sporonti sak pmachazeji vokh v centru
vakuoly. Po vyplani vakuoly sporami dochazi k prasknuti jefingt a poté i k ruptie
membrany hostitelské By a spory jsou uvokny do okolniho progedi. Spory maji
velikost 2,0-2,5um x 1,0-1,5um.

Na zaklad imunologickych, biochemickych a molekularnich stloyly popsany it
genotypyE. cuniculi. Genotyp | byl gvodre izolovany z kralik (Shadduck 1969), byl
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ale identifikovany i u HIV pozitivniho pacienta &vycarska (Deplazes a kol. 1996a,
1996b). Genotyp Il pochazi z mysi a pgedyl identifikovany jako pirozend infekce u
polarnich lisek (Didier a kol. 1995), nikdy vSakbyezaznamenan u lidi (Didier a kol.
1995). Posledni genotyp Il bykipodre izolovan u p& (Shadduck a kol. 1978) a take
byl popsany u pacienta s AIDS v USA (Didier a K996).

V elektronovém mikroskopu jeE. cuniculi morfologicky neodliSitelny od

mikrosporidieEncephalitozoon hellem.
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4. MATERIAL A METODIKY

4.1. CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH CHOV U

Parazitologické sledovani bylo provedeno v ge¥tském druzstvu ESice, okres
Jindrfichiv Hradec. Chov prasat byl situovan na farmach desivelky B¢in, kde byly
ustajeny prasnice a odstavena selata. Selata Viecst 2 ndsiol byla pevazena
Z &chto dvou farem doipdvykrmu na farf v Malém R¢iné a odtud do vykrmu na

farmy v HiSici a Bilkow.

Chov prasnic a odstavenych selat
Na farne Jersice bylo chovano 80 ks prasnic. Jalovéeailprasnice byly ustajeny

ve skupinovych kotcich s krmenim do sgolgch Zlalii. Asi 14 dni ped porodem byly
pievadny na porodnu do individualnich katckde se mohly vokh pohybovat. Jeden
roh kotce byl pehrazen. Zde #ha selata douf) nadobu na ikrm a napajéku.

V téchto kotcich byla selata spolu s prasnicemi az distavu ve 4. tydnuéku, kdy
byla umistna do skupinovych koiics krmenim do spoteych Zlali. Kazdy kotec byl
vybaven napaj&kou a douptem. Zviata byla ustajena na betonové podlaze se
slamnatou podestylkou. Odkliz hnoje a krmeni bgMaEn 2x dens.

Ve Velkém R¢iné bylo chovano 90 ks prasnic. Jalovéiazb prasnice byly ustajeny
ve skupinovych kotcich s krmenim do individualnktdi. Na porodnu byly fevadny
stejre jako v Jersicich asi 14 dnifqed porodem do individuélnich porodnich bBox
V obou stajich se prasnicim nepodestylala Zadmaasl® porodnim boxu v prostoru
pro selata bylo nastlano velké mnozstvi slamy,ga®tzde selata neta k dispozici
Zzadné douq V tomto prostoru rla také napajgku a nadobu naffkrm. Krmeni pro
prasnice bylo pl& automatizovano. Po odstavu byla selata umésitdo skupinovych
kotci se slamnatou podestylkou, nagému, dougtem a krmenim do spaleych
Zlahi. Odkliz hnoje a krmeni byl provad 2x dens.

U vSech selat ip odstavu byl aplikovan ifpravek Colivet® proti pyjmam.
Prasnicim byl 1x za rok aplikovan lvomec®.

Brakace prasnic se pohybovala kolem 25 %. StaJvy dgplnény prasntkami

z vlastniho chovu.
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Predvykrm
Ve st& cca 2 misial byla selata fevaZzena do fedvykrmu na farmu v Malém

P&ciné. Zde byla ustajena ve spéitg/ich kotcich se slamnatou podestylkou po 20 nebo
30 kusech. Selata byla krmera libitum. Odkliz hnoje byl provath 2x dens.
Celkova kapacita staje byla 360 ku$odle intenzityistu byla za 6-7 tydnprasata

pievezena do vykrmu na farmu WiEici ¢i Bilkoveé.

4.2. ODBER BIOLOGICKEHO MATERIALU PRO PARAZITOLOGICKE
VYSETRENI

Odbkéry byly provagny v letech 2006 a 2007 v nepravidelnych intervalétzorky
trusu byly individualé odebirany hned po vykaleni geie, uloZzeny do plastovych
kelimki, ozn&eny a vySdeny ihned po fijezdu z chovu nebo do 24 hodin po &db
Do té doby byly uchovavanytipteplo& 4 °C. Pro diagnostiku byly odebirany 3 g
vykali. Vzorky nebyly fixovany Zadnym fixaim roztokem. Celkem bylo odebrano
411 vzorki. Z toho bylo 39 vzonk od kojicich prasnic, 127 vzarkod sajicich selat ve
st&i do 4 tydmi, 122 vzork od selat odstavenych ve i§t&-8 tydm a 123 vzork od
selat v pedvykrmu ve sté 9-14 tydrii.

4.3. BARVENI OOCYST KRYPTOSPORIDII ANILIN-KARBOL-ME THYL-
VIOLETI DLE MILA CKA A VITOVCE (1985)

ZASOBNI ROZTOKY:
* Roztok anilin-karbol-methyl-violeti
0,6 g methyl violeti
1 ml anilinu
1 g fenolu
30 ml 96 % alkoholu
70 ml deionizované vody
* Roztok tartrazinu
1% roztok tartrazinu v 1% kysetinctové
* Kyselina sirova

2% kyselina sirova
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PRACOVNI POSTUP:

1) Vzorky vykali natit na podlozni sklo, fixovat methanolem v plameskil@
pondit kratce do methanolu a po vyjmuti zapalit).

2) Barvit v anilin-karbol-methyl-violeti po dobu 3@inut.

3) Omyt tekouci vodou.

4) Diferencovat v 2 % kyselénsirové po dobu 2 minut.

5) Omyt tekouci vodou.

6) Dobarvit tartrazinem po dobu 1-2 minut.

7) Omyt tekouci vodou.

VYSLEDEK BARVENI: oocysty se barvi modrofialéwna zlutém pozadi.

VSechny preparaty byly vygeny s¥telnym mikroskopem (Olympus IX70¥ip
zvétSeni 1000x za pouZziti imerzniho oleje. VZdy byllpédnut cely preparat.

4.4. BARVENI SPOR MIKROSPORIDIi POMOCI ROZTOKU
CALCOFLUORU WHITE M2R

ZASOBNI ROZTOKY:

» Evansova mod
0,5% roztok Evansovy méidv PBS

» Calcofluor White M2R
0,1% roztok calcofluoru v PBS

« PBS
fosforénan sodny 3,6 g, dihydrogenfosféenan draselny 9,1 g, chlorid
sodny 8,5 g, doplnit deionizovanou vodou dogH, 7,2-7,4

PRACOVNI POSTUP:

1) Rozetit trus na podlozni skiko a ponechat votnzaschnout.

2) Fixovat methanolem po dobu 2 minutgpbponechat zaschnout.
3) Barvit calcoflourem po dobu 10 minut.

4) Oplachnout v PBS.
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5) Dobarvit Evansovou méidpo dobu 30 sekund.
6) Oplachnout v PBS a épponechat zaschnout.

VYSLEDEK BARVENI: obarvené spory sviti jasmodrobile.

Takto gipravend sklika byla prohlizena fluoresc&mm mikroskopem (OLYMPUS

IX70) pri zvétSeni 1000x s olejovou imerzifi winové délce 490 nm.

4.5. HODNOCENI INTENZITY INFEKCE NALEZENYCH PARAZIT U

4.5.1. Odhad intenzity kryptosporidiovych infekci(tabulka 1)

POSTUP ODHADU:

1) Zzvazit podlozni skloied provedenim né&tu s gesnosti na 0,001 g.

2) Natit vzorek trusu.

3) lhned zvazit hmotnost rrahého vzorku.

4) Barvit metodou dle Mikka a Vitovce.

5) Spaitat vSechny oocysty v rfit.
Na zaklad hmotnosti vzorku a pitu oocyst odhadnout pet oocyst v gramu trusu
(OPG).

Tabulka 1:Hodnoceni intenzity infekce na zaklad OPG

Intenzita infekce OPG
Ojedirgla (oj.) <10
+ 103-1¢
++ 10-10°
+++ >10

4.5.2. Hodnoceni intenzity mikrosporidiovych infek€ semikvantitativnhi metodou
(tabulka 2)

Tabulka 2:Semikvantitativni hodnoceni intenzity mikrosporidiovych infekci

Intenzita infekce Paet spor v zorném poli
Slaba infekce 1-5
Stredre silna infekce 5-20
Silna infekce Vice nez 20
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4.6. GENOTYPIZACE KRYPTOSPORIDIi A MIKROSPORIDIi

4.6.1._|zolace DNA
Celkova DNA byla extrahovanaimo z trusu pomoci kom&riho kitu QIAam®
DNA Stool Mini Kit (Qiagen).

K 180-200 mg trusu bylo do mikrozkumavky (1,5 miidano 200ul ASL pufru a
150 mg skle#nych kulgek (O 0,5 mm). Poté bylo provedeno rozbijeni oocyst/spor
pomoci homogenizatoru (MINI-BEADBEATER™, Biospec$SH) po dobu 2 minutip
rychlosti 5000 kmii/min. Déale bylo postupovano podle navodu, kterggetasti kitu.
Ziskana DNA byla uchovandigeplot -20 °C.

4.6.2. Polymerazovéaetézova reakce(PCR)

POUZITE CHEMIKALIE:
« Deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 1,25 mM roztok, Top-Bid;R)
* 10x koncentrovany kompletni pufr pro Taq purple DNA polymerazu
(15 mM MgCh)
« Taqpurple DNA polymeraza (1 Ulul, Top-BioCR)
+ PCR H,0O (Top-Bio,CR)
«  MgCl; (25 mM, Top-Bio,CR)

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

4.6.2.1. PCR — Kryptosporidie

Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifiké&éisti genu pro malou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA,; Jiang a kol. 2005). Celkobjem reakni snesi pro
jednotlivé polymerazoveé reakce byl 30 alB@tabulka 3).

e Primery (10uM)

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 ¢asti genu pro malou
ribozomalni podjednotku

Primarni reakc Sekundarni reak:
koncentrace objem (ul) koncentrace objem (ul)

H20 - 13,05 - 26,75
MgCl; 25mM 1,80 25 mM 3,00
10xbuffer - 3,00 - 5,00
dNTP 1,0 mM 6,00 1,0 mM 10,00
Primer forward 10 uM 0,60 10 uM 1,00
Primer reverse 10uM 0,60 10uM 1,00
BSA 10 mg/ml 1,20 - -
Taq U/l 0,75 /1l 1,25
DNA - 3,00 - 2,00

CELKEM - 30,00 50,00

Pti primarni a sekundarni PCR byl pouzit stejny afikaétni program (tabulka 4).

Tabulka 4:Amplifika éni program pro termocycler (Bioer, Krd) pro dvojici

primera
Patateini denaturace 94 °C 3 min.
Denaturace 94 °C 45 s
35 Nasedani primér 55 °C 45 s
cykla Dosyntetizovani novéhietszce 72 °C 60 s
Finalni extenze 72 °C 7 min.

4.6.2.2. PCR — Mikrosporidie
Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifik&éisti 508 bp dlouhého fragmentu

skladajiciho se ze 122 bp na 3" konci z SSU rRNAug243 bp ITS (internal

transcribed spacer) a 143 bp na 5" konci z LSU rRydAu (velka ribozomalni
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podjednotka) (Katzwinkel-Wladarsch a kol. 1996)Ik6ey objem reakni snesi pro

jednotlivé polymerazové reakce byl gb(tabulka 5).

e Primery (10uM)

Primarni primery
F5- TGAATGKGTCCCTGT -3’
R 5- GTTCATTCGCACTACT -3

Sekundarni primery
F 5- GGAATTCACACCGCCCGTCVYTAT -3
R 5- CCAAGCTTATGCTTAAGTCCAGGGAG -3’

Tabulka 5 Reakéni smés pro nested PCR protokol pro amplifikaci ITS

Primarni reakc Sekundarni reak

koncentrace objem (ul) koncentrace objem (ul)

H-0 - 8,37 - 12,37
MgCl, 25mM 1,50 25 mM 1,50
10xbuffer - 2,50 - 2,50
dNTP 1,0 mM 5,00 1,0 mM 5,00
Primer forward 10 uM 0,50 10 uM 0,50
Primer reverse 10 uM 0,50 10 uM 0,50
BSA 10 mg/ml 1,00 - -
Taq 1u/1pl 0,63 U/l 0,63
DNA - 5,00 - 2,00

CELKEM - 25,00 25,00

Pti primarni a sekundarni PCR byl pouzit stejny afikatni program (tabulka 6).

Tabulka 6:Amplifika éni program pro termocycler (Bioer, Krd) pro dvojici

35
cykli

primera

Patateini denaturace 94 °C 3 min.
Denaturace 94 °C 45 s
Nasedani primér 52 °C 45 s
Dosyntetizovani novéhietzce 72 °C 60 s
Finalni extenze 72 °C 7 min.
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4.6.3. Gelova elektroforéza

Velikost PCR fragmeiit byla owrovana gelovou elektroforézou. Vysledny PCR

produkt byl detekovan na 1% agar6zovém geldidapkem ethidium-bromidu a
vizualizovan pomoci UV zéni (302 nm).

POUZITE CHEMIKALIE:

» 50x TAE pufr (242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octdM&) ml 0,5 M
EDTA)

e agardza(Serva)

» ethidium-bromid (Sigma)
e 100 bpDNA Ladder (O"Gene Ruler™)

PRACOVNI POSTUP:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Smichat agar6zu s 1x TAE pufrem (vysledna kotnaea je 1%), nechat
rozpustit v mikrovinné troub a zchladit pod tekouci vodou na teplotu
priblizné 50 °C.

Fridat ethidium-bromid (vysledna koncentrace v gebup@ na 1 ml).

Gel nalit do pedem pipravené formy, vloZzit feben a nechat ztuhnout.

Gel vilozit do elektroforetického tanku naptého 1x TAE pufrem. Do
vzniklych jamek nanést 1@ PCR sekundarniho produktu a 2x 0
ladderu.

Nastavit nagti na 70 V a spustit na dobu petbnou pro separaci fragmént
DNA.

Pro vizualizaci DNA fragmefitpouZzit UV transiluminator.

4.6.4. Riprava vzorka na sekvenaci

K pripraw byl pouzit kit BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Semicing Kit. Pro

kazdy primer byla namichana réak snts (viz nize). Vtabulce 7 je uveden

amplifikaéni program. Vzorky byly sekvenovany z obou strarpmaZziti primedé pro
sekundarni PCR.
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Slozeni reani snesi:

« PET 2l
e Pufr (5x%) 4
e Primer ul
* PCR produkt (sekundarni PCR) pb
« PCRHO 8l

Tabulka 7:Amplifika éni program pro termocycler (Bioer, Krd)

30 Denaturace 94 °C 10 s
cykla { Nasedani primér 50 °C 5 <
Dosyntetizovani 60 °C 4 min.

PRACOVNI POSTUP:
1) K produktu sekvertai PCR pidat 1l glykogenu pro zviditeléni peletu.
2) Napipetovat qul 0,1 M EDTA a 60ul 96% etanolu.
3) Vzorek pratepat a inkubovat 15 minutigaboratorni teplat.
4) Centrifugovat po dobu 30 minutig °C (21910g).
5) Odsat supernatant a vysrazenou DNA vysusiiaporatorni tepldt po dobu
priblizné 30 minut.
6) Odeslat k sekvenovani (korief laboraté, Macrogen, Soul, Jizni Korea).

Ziskané sekvence byly upraveny v programu Chrontas Bioedit a Clusal X a

srovnany se sekvencemi ulozenymi v GenBank.

4.6.5. PCR-RFLP analyza kryptosporidii
Pro rozliSeni jednotlivych druhkryptosporidii byla pouzita metoda PCR-RFLP

(polymorfizmus délky restriénich fragment). Pro restrikni analyzu bylo pouzito 10
ul sekundarniho PCR produktu do BDreakce obsahujici 10 Sspl nebo 10 UVspl
restrikknino enzymu (Fermentas, Burlington, Ontario, Capadapul restrikniho pufru.
Inkubace 8 hod.ip37 °C.
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5. VYSLEDKY

5.1. KRYPTOSPORIDIE

V pribéhu sledovani bylo vyS&tno ze 3 farem celkem 127 vzarkusu sajicich
selat, 122 vzork trusu odstavenych selat, 123 vabtkusu z pedvykrmu a 39 vzork
trusu prasnic.

Z celkového p&tu 411 vzork bylo 84 pozitivnich (20 %). Ret a procento
pozitivnich zvfat v jednotlivych ¥kovych kategoriich je uveden v tabulce 8.
Kryptosporidiové infekce byly nalezeny na vSetdch farmach, kdy vyskyt na fagm
ve Velkém R¢iné byl statisticky vyznam# nejvyssi (P<0,05). Na zaklad
mikroskopického vyséeni byl nejvyssi vyskyt zaznamenan v kategorii ad$27 %).
Pouze jedno z pozitivnich selatdip prijmem. To znamena, Ze v tomtéigads nebylo
prokézano spojeni mezigpmem a kryptosporidiovymi infekcemi (P<0,001). Né&atSi

sele, u kterého byly v trusu nalezeny oocysty kagporidii, bylo 7 dni stare.

Tabulka 8:Frekvence vyskytu oocyst kryptosporidii v jednotlivych vékovych
kategoriich prasat

< ] : . BEZ PRUJEM
KATEGORIE ~ VYSETRENO ~ NEGATIVNI  POZITIVNI PR UJEM  Loeov s ooz miuni
Selata 127 96 31 (24 %) 9 118 0
Odstav 122 89 33 (27 %) 9 113 1
Piedvykrm 123 104 19 (15 %) 8 115 0
Prasnice 39 38 1(3%) 0 39 0
CELKEM 411 327 84 (20 %) 26 385 1

5.1.1. Intenzita kryptosporidiovych infekci

U pozitivnich vzork byla na zakladl hodnoceni kvantitativni metodou ¢ena
intenzita infekce. Tabulka 9 uvadi intenzitu infeke jednotlivych kategoriich. Lze si
pov&imnout, Ze n&astji se vyskytovaly ojedidlé infekce, tedy do TOoocyst/g trusu
(OPG).
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Tabulka 9:ntenzita infekce v jednotlivych wkovych kategoriich prasat

. Intenzita infekce
Kategorie .

Negativni Oj. + ++ +++
Selata 96 17 2 11 1
Odstav 89 24 5 4 0
Predvykrm 104 19 0 0 0
Prasnice 38 0 1 0 0

5.1.2. Frekvence vyskytu na jednotlivych farmach

5.1.2.1. Velky R¢in

Na farme ve Velkém R¢iné bylo odebrano celkem 138 vzdrkrusu (63 vzork od
selat, 51 vzork z kategorie odstav, vSechny selata véi $té tydmi a 24 vzork od
prasnic). Z tohoto piu bylo 44 vzork pozitivnich (32 %), a to 43 vzaoiku selat a 1
vzorek u prasnice. Nejmladsi z pozitivnich seldblsedmidenni. Nejvyssi frekvence
vyskytu byla zaznamenana u selat v 5. tyddkuv(graf 1). Zadné z pozitivnich selat
netrglo praijmem.

5.1.2.2. Jersice

Na této farmi bylo odebrano celkem 150 vzaérkusu (64 vzori od selat, 71 vzoik
z kategorie odstav, vSechny selata veista8 tydmi a 15 vzork od prasnic). Na
zaklad mikroskopického vyseégni byla pitomnost oocyst potvrzena ve 21 vzorcich
trusu (14 %), vSechny vzorky pochéazely od selajmilSi z pozitivnich selat bylo ve
véku 12 dni. NejvysSi frekvence vyskytu bylatbpaznamenana u selat v 5. tydrlkw
stejré jako u pedchoziho chovu (graf 1). Pouze jedno z pozitivnéetat trglo

prajmem.

5.1.2.3. Maly R¢in
Na farmé v Malém R¢iné bylo odebrano celkem 123 vzdrkrusu z kategorie
piedvykrm. Naslednym vyS&nim bylo 19 vzork uréeno jako pozitivnich (15 %).

Zadné z pozitivnich selat neétp prijmem.
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5.1.3. Molekularni charakterizace

Na zaklad molekularnich analyz byly vSechny pozitivni vzorkpracovany a
nasledg vyhodnoceny.

U 23 vzorki trusu (27 %) byl potvrzen dru@ryptosporidium suis. V grafu 1 lze
pozorovat, Ze tento druh kryptosporidie se vyskgtgrevazig u selat ve sta5 tydni.
Jeho prvni vyskyt byl pozorovan u selete vefispiiblizné 2 tydmi véku, naopak
nejstarSimu seleti bylo 10 tydin

DalSim druhem nalezenym n&chito farmach bylCryptosporidium pig genotyp |l
Celkem byl potvrzen u 16 vzaik(19 %). Vyskytoval se ievazr v kategorii
piedvykrmu, tj. u selat ve $i& az 14 tyda.

U dalSich 2 vzonk trusu, selete po odstavu a seletgadpykrmu, byl nalezen druh
kryptosporidie, netypicky pro prasata;yptosporidium muris.

Ve vSech fipadech se jednalo o monoinfekce. U zbyvajicichtpoich vzorki se
nepodéilo druh kryptosporidii ufit.

Graf 1:Vyskyt jednotlivych druh @ kryptosporidii

—celkem=—C. suis =pig Il = C. nmuris

procento pozitivnich vzork

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

staFi selat (tydny)
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5.2. MIKROSPORIDIE

V pribéhu sledovani bylo vySeino ze 3 farem celkem 88 vzarkrusu sajicich
selat, 103 vzork trusu odstavenych selat, 122 vabtkusu z pedvykrmu a 29 vzork
trusu prasnic.

Z celkového pétu 342 vzork trusu bylo 258 vzork pozitivnich (75 %). Peet a
procento pozitivnich zvat v jednotlivych ¥kovych kategoriich je uveden v tabulce 10.
Mikrosporidiové infekce byly nalezeny na vSeébch farmach, kdy vyskyt na fagm

Ve

v Malém Riné byl statisticky nejvyznanijsi (P<0,05). Procento pozitivhich vzérk
je ve vSech kategoriich pammé vysoké. NejvysSi frekvence vyskytu byla zaznamanén
u kategorie pedvykrmu (87 %). Na zakl@dPCR diagnostiky bylo zji8ho, Ze i
mikroskopické diagnostice nedochazi k odhaleni velinkych intenzit infekce, které
jsou nasled& vyhodnoceny jako negativni. Proto Ize tedy odhatlove skuténa
prevalence v jednotlivych kategoriich je vy3Si 0a020 %. V tabulce 11 je srovnani
téchto dvou metod, mikroskopické vygEati vs. PCR.

Nejmladsi sele, u kterého byly mikroskopicky poemy spory mikrosporidii, bylo 1

den staré.

Tabulka 10:Frekvence vyskytu spor mikrosporidii u raznych wkovych kategorii

prasat

o ; : o BEZ PRUJEM

KATEGORIE VYSETRENO NEGATIVNI POZITIVNI PR UJEM PRUIMU  POZITIVNI
Selata 88 24 64 (73 %) 7 81 2
Odstav 103 37 66 (64 %) 9 94 4
Piedvykrm 122 17 105 (86 %) 8 114 6
Prasnice 29 6 23 (79 %) 0 29 0

CELKEM 342 84 258 (75 %) 24 318 12

Tabulka 11 Frekvence Enterocytozoon bieneusi v riznych wkovych kategoriich
prasat na jednotlivych farmach, pouziti s¥telné mikroskopie a genotypizac€Sak
a kol. 2008)

vySetireno

vékové kategorie | microskopie PCR Fg/]g?gtypy
(pozitivni/vySetteno) eru 9
selata 19/21 21/21 21/0/0
Jersice odstav 10/13 13/13 13/0/0
prashice 7/11 9/11 9/0/0

selata 9/10 10/10 8/0/2

Velky Pé&éin odstav 2/3 2/3 2/0/0

prasnice 3/4 3/4 3/0/0

Maly Pé&gin piedvykrm 15/17 16/17 14/2/0
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5.2.1. Intenzita mikrosporidiovych infekci

Na zaklad semikvantitativni metody byla u pozitivnich vzérkodnocena intenzita
infekce. Ve vSech d&kovych kategoriich, kro#h kategorie pedvykrmu, kde se
vyskytovaly gevazig silné infekce, se jednalo o infekcéesini intenzity (tabulka 12).

Tabulka 12intenzita infekce v jednotlivych vkovych kategoriich prasat

Intenzita infekce

Kategorie Negativni slaba stedni silna
Selata 24 15 37 12
Odstav 37 10 a7 9
Predvykrm 17 17 39 49
Prasnice 6 4 10 9

5.2.2. Frekvence vyskytu na jednotlivych farmach

5.2.2.1. Velky R¢in

Na této farnd bylo odebrano pro vyseni celkem 108 vzortktrusu (44 vzork od
selat, 46 vzork z kategorie odstav, vSechna selata vél 4t® tydmi a 18 vzork od
prasnic). Ztohoto piu bylo 71 vzork pozitivnich (66 %). NejvySSi vyskyt byl
zaznamenan u selat véku 4 a 5 tydny a také u prasnic (graf 2). Z celkav@ditu
pozitivnich selat pouze dvtrpéla prijmem. NejmladSi sele, u kterého byla it

infekce, bylo 1 den staré.

5.2.2.2. Jersice

Na farn€ v Jersicich bylo odebrano celkem 112 vioikisu (44 vzori od selat, 57
vzorka z kategorie odstav, vSechna selata v §t8 tydri a 11 vzork od prasnic). Po
nasledném mikroskopickém vygeni bylo 82 vzori urceno jako pozitivnich (73 %).
Nejvice byla infekce zaznamenana u selat ve 3 tldsedi (graf 2). NejmladSimu z
pozitivnich selat bylo 8 dni¢ku. Piijmem trgla 4 pozitivni selata.

5.2.2.3. Maly R¢in

Na této farmi bylo odebrano celkem 122 vzdérkrusu. Z tohoto p&u bylo 104
vzorki po mikroskopickém vys#ni ozndeno jako pozitivni (85 %). Jak je jiz vySe

35



napsano, jedna se o kategorii a také farmu s n&jwysyskytem ze vSech uvedenych.
Prijmem trglo celkem 6 pozitivnich selat.

Graf 2:Vyskyt mikrosporidii

procento pozitivnich vzorki

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

stéri selat (tydny)

5.2.3._Genotypizace
Vzhledem ke znmé finakni nakladnosti je tato prace saesEna pouze na

genotypizaci druhiEnterocytozoon bieneus.

Na zaklad sekvenci internal transcribed spacer (ITS) bylk@zana fitomnost 3
raznych genotyf v nahodg vybranych vzorcich trusu. Vetsirg pripadi se jednalo o
genotyp F, ktery byl zjigh u vSech ¥kovych kategorii. Po dvoufipadech byl nalezen
genotyp D, a to u kategorigqulvykrmu a genotyp Peru 9 u kategorie sajicicht sela
(tabulka 11).
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6. DISKUSE

6.1. KRYPTOSPORIDIE

Kryptosporidiové infekce se u prasat vyskytujiazmé vysokych prevalencich. V
této praci bylo mikroskopickou analyzou potvrze®92 pozitivnich z celkového ptu
411 vzorki. Podobné vysledky uvadi pouze Suaréz-Luengas.a2ROl7, a to 22,5 %
pozitivnich vzork (ze 142 vzork). Naopak Chen a Huang 2007 popsali 12%
prevalenci (ze 1488 vzaik Zintl a kol. 2007 uvagi 5-12% prevalenci (z 342 vzaik

Co se ty¢e klinickych giznaki, je stevni krytosporidioza obeénspojovana
s klinickymi projevy, zejména s{gmovym onemocénim (O’Donoghue 1995). Na
rozdil od kryptosporidiozy jinych hospagd&tych zvtat (telata, jehata) (Rommel a kol.
2000) probiha onemoéni u prasat vedSirg piipadi spiSe jako asymptomatické (Xiao
a kol. 1994, Quilez a kol. 1996, Wieler a kol. 20Byan a kol. 2003, Guselle a kol.
2003, Vitovec a kol. 2006, Chen a Huang 2007). Mamtu s &mito vysledky jsme
v nasi praci neprokazali vztah mezi kryptosporigiav infekcemi a piijmovym
onemocgnim. Navic nebyla podrobnou analyzou dat &jidt souvislost mezi
praijmovym onemoc#énim a infekci zpisobenou druher@. suis neboCryptosporidium
pig genotype Il kryptosporidii, které dle naSichsheglki maji wkovou specifitu (viz
nize).

Nejen u prasat, ale i u ostatnich hosgekigch zvfat je velmic¢asto diskutovan
sezonni vyskyt kryptosporidiovych infekci. Ob&dme konstatovat, Ze nazory na tuto
problematiku se vyraznliSi. Na zaklad naSich zji&ni, stej jako Hamnes a kol.
(2006), nemzZeme sezénnost vyskytu potvrdit. Naopak Yu a S8064p Chen a Huang
(2007) a Maddox-Hyttel a kol. (2006) uvgidvyrazre vySSi vyskyt v zimnim obdobi
nez v letnim a Wolfson a kol. (1985) a Chai a K@001) popsali nejvyssi vyskyt
v letnim obdobi. Dle naSeho nazoru jsou tyto Udigejisté miry neporovnatelné,
protoze s geografickou polohou $t&e vyraza liSi klimatické podminky, coz do jisté
miry miZe ovliviovat tento ukazatel.

Navic zmisob chovu a pouzita technologie se v jednotlivyiibgech znéné liSi a
muze ovlivnit dynamiku vyskytu v jednotlivych &nich obdobich. Maddox-Hyttel a
kol. (2006) potvrdili rozdily ve vyskytu infekci medvema technologiemi ustajeni, kdy
v chovech s roStovou podlahou byl zaznamenan vyskd&i nez v fipadt chovu
s pevnou podlahou. Ke stejnym vyslédk dosli také Xiao a kol. 1994. V naSem
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sledovani jsme vliv technologie nemohli vyhodnotjelikoz ve vSech nami
vySefovanych stajich byla pouzita shodna technologie.

Obecrt Izeftici, Ze kryptosporidiové infekce u prasat seiasgji vyskytuji v obdobi
pied a po odstavu, mé&mak u sajicich selat (Quilez a kol. 1996, Morgdwla 1999,
Guselle a kol. 2003, Vitovec a kol. 2006, Chen amtu2007, Suérez-Luengas a kol.
2007). NejmladSim infikovanym zbtem, u kterého jsme v trusu nalezli oocysty
kryptosporidii, bylo sedmi-denni sele. Tento n&ezhoduje s Udaji, které uvadi Xiao a
kol. (1994) a Vitovec a kol. (2006). Chen a Hu&0@7 zaznamenali prvnitignaky
infekce jiz u selete starého 3 dny.

NejvysSi vyskyt kryptosporidiovych infekci jsme mamenali v obdobi okolo 5.
tydne ku, tedy v obdobi odstavu, coz odpovida adajRyan a kol. (2003), kie
popsali nejvyssi vyskyt kryptosporidiovych infeka wku mezi 5.-8. tydneméku a
Maddox-Hyttel a kol. (2006) mezi 6.-12. tydnergku. Naopak Zintl a kol. (2007) a
Langkjaer a kol. (2007) uvaid vyssi vyskyt infekci u sajicich selat nez u katge
selat odstavenych. Jednim z moznych ¥ilemich vysSiho vyskytu infekce u
odstavenych selat by mohl byt stres spojeny s vesten od matky, kdy se selata
stavaji vice nachylna. DalSim moznym Wtsenim miZe byt ztrata pasivni imunity,
kterou si sele vytvig prijimanim mleziva a ktera jej chrani do 21. drikw kdy se
za&ina tvait vlastni imunita. Toto nahrava prawkryptosporidiim, které se jako
oportunni parazité uphatji pii jakémkoli oslabeni organismu.

Do roku 1998 byl za jedinéhoipodce kryptosporididzy u prasat povazovan druh
Cryptosporidium parvum s infektivitou pro vSechnydkové kategorie prasat. S popisem
novych, hostitelsky specifickych drah kryptosporidii se pohled na prése
kryptosporidiézu mani (Morgan a kol. 1998, Ryan a kol. 2003, 2004)ulD€. suis se
vyskytuje grevazre u sajicich selat, na rozdil @iyptosporidium pig genotype I, ktery
postihuje spiSe starSi kategorie prasat (Langlgakol. 2007, Suarez-Luengas a kol.
2007, Zintl a kol. 2007). Sporadicky mohou tyto ldyupostihovat také prasata ve
vykrmu nebo prasnice. V naSentigact byl nejvysSi vyskytC. suis zaznamenan u
sajicich a odstavenych selat, nejvice &auv5 tydni. Vyskyt Cryptosporidium pig
genotype Il byl nejvyssi u selat ygulvykrmu ve ¥ku 9-14 tydri. Velmi zajimavy je
fakt, Ze se nam pod identifikovat C. suis i u selete 10 tydhn starého a naopak
Cryptosporidium pig genotype |l u selete ve&tku 7 tydni, tedy u kategorii hostitelsky
nespecifickych pro tento druh/genotyp kryptospaéridi
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| kdyZ byla infektivitaC. parvum pro prasata potvrzena experimenta(iMoon a
Bemrick 1981, Tzipori a kol. 1982, Vitovec a Kowtl€1992), pipady gFirozenych
nakaz timto druhem byly publikovany jen ojetlen(Quilez a kol. 1996, Morgan a kol.
1999, Izumiama a kol. 2001, Zintl a kol. 2007). 8em sledovani jsme se se zadnym
piipadem infekcetisobené druher@. parvum nesetkali.

V souladu s jiz #ive publikovanymi daty byly v trusu dvou selat rzaley oocysty
Zaludeéni kryptosporidieCryptosporidium muris (Xiao a kol. 2006, Zintl a kol. 2007).
Tento druh kryptosporidie je hostitelsky specificggo hlodavce (Iseki a kol. 1989,
Taylor a kol. 1999, Kvé& a kol. 2008) a &které gezvykavce (Kvé a kol. 2008).
Vzhledem k ojeditlosti nalesi nelze v é&chto fipadech jednoziaé urcit, zda se
jednalo o pirozenou infekci nebo pouze pasaz oocyst zazivaeiktem prasat vzniklé
poztenim uhynulych hlodavcnebo jejich trusu. Navic Xiao a kol. (2006) izcahdiv
DNA ptimo z kejdy, ktera mohla byt kontaminovana trusdodévda infikovanych
timto druhem kryptosporidie. Zdhto divodi nelze &mto naleam prikladat &tSi
vyznam, aZz do doby, kdy bude vnimavost prasat jeuoé potvrzena @

histologickymi metodami nebo experimentalniriemosy.
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6.2. MIKROSPORIDIE

O prevalenci a vyskytu mikrosporidiovych infekciclehovech prasat je do st@asné
doby znamo velmi malo. Mikrosporidiové infekcdistavaji casto nepovsSimnuty,
protoZe klinické piznaky nejsou tak vyrazné a odhaleschto infekci vyZaduje
specialni vySébvaci metody, které nejsou s@sti Ezného parazitologického
vySeteni.

V Ceské republice doposud neexistuji zadna data oytysdchto infekci v chovech
prasat. Jednim z éikéto prace proto bylo &it pfitomnost mikrosporidiovych infekci u
prasat, zvlagtpak druhtE. bieneusi.

Celkova prevalence u nami vy&mtanych prasat byla 75 % z celkovéhdtpo342
vzorka trusu. Ve vSechdkovych kategoriich byl posn podobny a vyznan#wyssi nez
vSechna data uveden#ive.

Ve Svycarsku byla popsana 35% prevaleRdaieneusi (ze 109 vzork) na praséich
farmach s fevahou vyskytu u kategorie odstav (Breitenmoseola1999). U ¥tSiny
izolati se jednalo o genotyp F. Obdobné vysledky prezatit®uckholt a kol. (2002),
kteri popsali 32% pozitivitu vzorktrusu (z 202 vzork) v 18-nesicnim studiu u prasat
na jatkach v USA. Podobnou hodnotu prevalence, jeké&vd@dna v této praci, uvagi
Rinder a kol. (2000), kitév ramci malé skupiny 6 prasat, kter&tgpsilnym pajmem a
zaostavanim wvistu ucili celkem 4 (67 %) zd&hto prasat jako pozitivni. Vypovidaci
hodnota tohoto Udaje je vSak velmi nizkad. Na rozdil vySe uvedenych autorse
v naSem fipacdt jednalo o komplexni vyS&ni jednoho chovu.

Stejre jako vysledky pedchozich studii i naSe vysledky potvrdily, Eebieneusi
genotyp F je népstji se vyskytujici mikrosporidii v chovech prasaenio genotyp
nep‘edstavuje pro lidi Zddné nebezpea rozdil od dalSich nami nalezenych genbtyp
D a Peru 9. Oba tyto genotypy byly avddu své nevyhramé hostitelské specifity
v minulosti popsany jakotvodci lidské mikrosporidiézy (Liguory a kol. 199Bspern
a kol. 2007).

Na zaklad ndmi zjiSénych fakti Ize konstatovat, Ze selata mohou ziskat infekci od
svych matek pravgbodobr jiz ve velmi nizkém w¥ku, akoliv specifické zfisoby
pienosu nejsou doposud znamé. Vzhledem k dlouhodulodické forn¢ onemoceini,
ktera u prasat probiha, se do pfedi dostava velké mnozstvi spor, ktetédstavu;ji

zdroj infekce pro vnimava prasata, resp. selatdnide z moznych zZisohi nakazeni
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muze byt genos fekaly oralni cestou, n&p sanim z kontaminovanych stfukebo
prijimanim fekalniho materialu, tak i préstinictvim gimého kontaktu s trusem matky.
Jakym z@isobem se vSak nakazi selata od matek, které puizit®jsou, je zatim

nejasné. V tomtoijppads bude zdrojem infekce pro selata nejspiSe stajovsipdi.
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7. ZAVER

Tato kapitola pedstavuje celkové shrnuti vyskytu kryptosporididvyca

mikrosporidiovych infekci ve vybranych chovech atas

A\

Y

Celkova prevalence kryprosporidiovych infekwiila 20 %.

NejvyssSi vyskyt kryptosporidii byl zaznamenan vekgrii odstav (27 %).

Nebyl neprokdzan vztah mezi kryptosporidiovymi kdemi a péjmovym
onemocknim, navic ani souvislost mezi gpmovym onemoceénim a infekci
druhemC. suis a genotyplCryptosporidium pig genotype Il.

Prasata se infikuji ve velmi kratké dopo narozeni.

Intenzita infekce je vediSirg pripadi slaba.

Na zaklad molekularnich analyz byl popsan vyskyt druByptosporidium suis s
vyskytem pevazré u selat do odstavu a genotyBuyptosporidium pig genotype Il
s wkovou specifitou na ziata po odstavu

Byly popsany firozené ,infekce* druhenCryptosporidium muris.

Ve vSech pipadech se jednalo o monoinfekce.

Celkova prevalence mikrosporidiovych infekci by&a%.

NejvysSi vyskyt byl zaznamenén v kategofegvykrmu (87 %).

Byla prokazéana vyssi citlivost molekularnich metgatoti klasické mikroskopii o
cca 10%-20%.

NejmladSim seletem, u kterého se mikroskopicky naiw spory mikrosporidii,
bylo 1 den staré.

Mikrosporidiéza zjgsobenéE. bieneusi probiha ve $tSin¢ pripadi jako inaparentni
onemockni se stedni intenzitou infekce. Byla prokazan&tpmnost 3 i#iznych

genotym v ndhodg vybranych vzorcich trusu. Veétdine pripadh se jednalo o

zvireci genotyp F, dalSi dva byly lidské genotypy Pesau 9.
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8. SUMMARY

The cryptosporidia and microsporidia are worldwsggead opportunistic parasites.
With regard to their wide host spectra and zoonptitential there is a significant risk
for immunocompromised humans, especially AIDS pédsie

Natural Cryptosporidium infections in pigs are widespread but generally
apathogenic. A total of 411 faecal samples, 3%wifss 127 of pre-weaned, 122 of post-
weaned piglets and 123 of pre-growers from threemd$a were screened for
Cryptosporidium spp. infection using the aniline-carbol-methyl lgtostaining method
and positive molecular characterized (direct sequgnof partial SSU rRNA partial
genes and PCR-RFLP at the SSU rRNA). Overall, trdas were detected in 84 out of
411 animals (20 %), with highest infection ratesoam post-weaners (27 %). All
positive samples were genotyped based on SSU rRégesice analysisC. suis,
Cryptosporidium pig genotype I, an€. muris were detected

The microsporidial infections are very frequentbireeds of pigsPigs have been
frequently reported to be infected wlhbieneusi. Spores were detected in 258 samples
of 342 (75 %). The high prevalence was determingaré-growers (86 %). Genotyping
based on the ITS regions of the rRNA gene idemwtifiat most pigs were infected with
the species-specific genotype F, while two anintald the zoonotic genotype D and
two had genotype Peru 9.
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Abstract

Enterocytozoon bieneusi infects humans and animals and can cause life-threatening diarrhea in immunocompromised people.
The routes of transmission and its zoonotic potential are not fully understood. Pigs have been frequently reported to have E.
bieneusi; therefore, we surveyed farm-raised pigs in the Czech Republic to determine its presence and genetic diversity. Spores were
detected by microscopy in the faeces of 65 out of 79 examined animals (82%). A species-specific polymerase chain reaction (PCR)
identified E. bieneusi in 94% of samples. Genotyping based on the ITS regions of the SSU rRNA gene identified that most pigs were
infected with the species-specific genotype F, while two animals had the zoonotic genotype D and two had genotype Peru 9. This is
the first report of E. bieneusi in swine in the Czech Republic, and demonstrated that most infections were with pig-specific

genotypes. Nonetheless, swine may still play a role in the transmission of E. bieneusi to humans.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Enterocytozoon bieneusi; Pigs; Microsporidia; Genotypes; Zoonosis

1. Introduction

Of the 14 species of microsporidia currently known
to infect humans, Enterocytozoon bieneusi (Desportes
et al., 1985) is the most common and important cause of
human microsporidiosis associated with diarrhea and
systemic disease (Didier, 2005). The only published
case of microsporidiosis caused by E. bieneusi in AIDS
patient in the Czech Republic was recorded in 1994
(Ditrich et al., 1994).

* Corresponding author. Tel.: +420 387 775 419;
fax: +420 385 310 388.
E-mail address: casio@paru.cas.cz (B. Sak).

0304-4017/$ — see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Microsporidia spores could be released into the
environment via stool, urine, or respiratory secretions.
They are the infectious stage and can survive in different
environmental matrices such as water, soil, and food
products (Sinski, 2003). The spores of E. bieneusi have
been identified in surface waters in the USA and France
(Dowd et al., 1998; Cotte et al., 1999; Fournier et al.,
2000), and the possible sources of contamination were
humans or animals. Recently, E. bieneusi was also
detected in several wild, domestic and livestock animals
including swine, cattle, goats, birds, rabbits, dogs, cats
and macaques (Deplazes et al., 1996; Kondova et al.,
1998; Breitenmoser et al., 1999; del Aguila et al., 1999;
Mathis et al., 1999; Rinder et al., 2000; Dengjel et al.,
2001; Buckholt et al., 2002; Lores et al., 2002; Reetz
et al., 2002; Fayer et al., 2003; Santin et al., 2004, Haro
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et al., 2005, Lobo et al., 2006). Sequence analysis of the
ITS region of the rRNA gene showed a close relationship
between E. bieneusi isolates from humans and pigs,
suggestive of an absence of transmission barriers between
these microsporidia isolates (Rinder et al., 2000).

The fact that E. bieneusi was identified in different
animals and water sources have raised public health
concerns about its potential as a zoonotic and water-
borne pathogen (Didier et al., 2004; Cama et al., 2007).
Although vertebrate hosts have been identified for this
microsporidium species infecting humans, the reser-
voirs and the modes of transmission of E. bieneusi are
still unknown. Additionally, there is insufficient data to
understand the dynamics of microsporidia infections in
captive and farm animals in Central Europe, including
the Czech Republic.

We report the first survey on the occurrence and
prevalence of E. bieneusi infection on a pig farm in the
Czech Republic and detect its genotypes as a potential
source of human infection.

2. Materials and methods
2.1. Collection of stool samples

We conducted a coprological survey for microspor-
idia in a randomly selected farm in the region of
Vysocina, Czech Republic during the autumn of 2006.
The selected farm had three different units: two
breeding complexes and a growing complex. Each
breeding complex was divided into two sections: one
with individual pens for furrowing sows and their litters
where piglets (pre-weaners) stay until weaned at 4
weeks of age. The second section was adjacent and
composed of large communal pens for weaned piglets
(starters), where they were kept until reaching 8 weeks
of age. Thereafter, piglets were transferred to the
growing complex (pre-growers), where they were kept
until about 12 weeks of age.

Faeces were collected from animals of different age
categories: pre-weaners, starters, pre-growers and sows.
We randomly sampled 10% of sows, 10% of pre-
growers and three piglets (pre-weaners or starters) per
litter of each sow in this study. The samples were
collected from the floor immediately after defecation
into individually labeled sterile tubes and stored at 4 °C
until processed in the laboratory.

2.2. Detection of microsporidium spores in faeces

Microsporidia were microscopically detected in
faeces using calcofluor white staining (Vavra et al.,

1993). Briefly, thin smears were made from indi-
vidual stool samples and fixed in absolute methanol
and spores were visualized with 0.1% calcofluor
M2R stain (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
in phosphate-buffered saline (PBS). Evans blue
solution at 0.5% was used to facilitate differen-
tiation. The slides were examined using UV-light
with a filter wavelength of 490 nm and 1000x
magnification.

2.3. Molecular characterization of microsporidia
species and genotypes

2.3.1. DNA extraction

Two to three hundred milligrams of faecal samples
from each sample were homogenized by bead disrup-
tion using a Mini-BeadBeater (Biospec Products,
Bartlesville, OK, USA) for 120s at a speed
5000 rpm. Total DNA was extracted using the
QIAampi” DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) following the manufacturer’s instructions
and was kept frozen at —20 °C until PCR amplification.

2.3.2. Molecular identification and
characterization of E. bieneusi

A nested PCR protocol that differentiates E.
bieneusi from other microsporidia commonly found
in humans was used to amplify a 508 bp fragment of the
small subunit rRNA gene comprised of 122 bp of the 3'-
end of the SSU rRNA gene, 243 bp of the ITS and
143 bp of the 5'-region of the LSU rRNA gene
(Katzwinkel-Wladarsch et al., 1996). Briefly, primers
sets MSP-1 and MSP-2B, and MSP-3 and MSP-4B
were used for the primary and secondary PCR
amplifications, respectively. PCR amplification con-
sisted of 35 cycles, of 94 °C for 45 s, 52 °C for 45 s, and
72 °C for 60 s preceded by a denaturation step of 94 °C
for 3 min and followed by a final extension at 72 °C for
7 min. The amplicons were electrophoresed in 2%
agarose gels and visualized with 0.2 pg/ml ethidium
bromide.

All amplified products were sequenced in both
directions using BigDye Terminator chemistries
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using
the secondary primers MSP-3 and MSP-4B and
sequenced on the ABI PRISM 3031 (Applied Biosys-
tems) genetic analyzer. The resulting sequences were
assembled and aligned using the programs ChromasPro
Version 1.32 (Technelysium Pty. Ltd., Qld, Australia)
and Clustal X (ftp:/ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clus-
talX/) and compared with reference sequences from
GenBank.
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2.4. Statistics

For statistical evaluation of results, Statistica®,
Release 5.1 Software (Statsoft, Tulsa, OK, USA, 1997)
was used. The Chi-square statistic test for evaluation of
significant differences were utilized.

3. Results

A total of 79 faecal samples were collected from 31
pre-weaners, 16 starters, 17 pre-growers and 15 sows.
At the time of collection, most animals appeared to be in
good health condition, and in two cases (pre-weaner and
pre-grower) diarrhea was inferred from the liquid
consistency of the stools. No association between the
occurrence of diarrhea and E. bieneusi infections in pigs
was found (x* = 0.1386; df, 1; P > 0.05).

Microsporidia infection was detected in samples
from the three sections of the farm and in all age
categories (Table 1). Stool samples from 65 (82%) pigs
were microscopically positive (range 80—-88%).

The PCR analysis of all stool samples detected E.
bieneusi in 74 (94%) of the animals, with very high
percentages among all age categories: all 31 pre-weaners,
15 outof 16 starters, 16 out of 17 pre-growers and 12 out of
15 sows (Table 1). Sequence analyses of the PCR-
amplified product showed that the majority of E. bieneusi
detected in samples were 100% homological with
genotype F (GenBank accession number AF135833),
while four samples belonged to different genotypes: two
were 100% homological with genotype D (samples 50
and 52) and two with genotype Peru 9 (samples 16 and 80)
(GenBank accession numbers AF101200 and AY371284,
respectively), which were previously reported in humans.

4. Discussion

In this work the specific diagnosis of E. bieneusi on a
closed pig farm in the Czech Republic was described.

Table 1

B. Sak et al./Veterinary Parasitology 153 (2008) 220-224

We chose swine because they have been previously
reported to harbour human pathogenic genotypes of E.
bieneusi.

Surprisingly, we identified that 94% of the tested
pigs had E. bieneusi, and that this proportion was
similar among all age categories, and significantly
higher than any previously reported. In 1999, Brei-
tenmoser reported E. bieneusi in 35% of 109 pigs, and
with much higher occurrence among weaned piglets
(Breitenmoser et al., 1999). Similar to our results, most
of those isolates belonged to genotype F. In an 18-month
survey at a slaughter house in Massachusetts, 32% of
202 finished pigs had E. bieneusi: 18% of them had
microsporidia in their stool samples and the rest in
samples of bile (Buckholt et al., 2002). A small study of
six pigs suffering from severe diarrhea and stunting
identified that four of the six animals had microspor-
idiosis (67%) (Rinder et al., 2000).

Although all studies do indicate that microsporidia,
and specifically E. bieneusi can infect swine, it is not yet
clear why there is a broad difference in prevalence
among the different studies. It can be suggested that the
observed differences were the result of different
farming practices from different parts of the world,
although all reported surveys including this one, used
samples from pigs that were raised under intense swine
production practices. These practices include having a
swine exclusive farm, age segregation and age-specific
feeding and enclosed facilities. Besides husbandry
practices, other factors that may affect the presence of
microsporidia in farmed animals can be the health
condition of the herd, age of the animals studied,
location and weather conditions at the farm.

Our results also suggest that it is very likely that
piglets may acquire the infection from their mothers at a
very early age, although the specific routes are unknown.
The faecal oral route has been proposed for acquiring E.
bieneusi infections, and transmission could have
occurred through direct contact with stools from the

Frequency of E. bieneusi in different age categories of pigs on farms using light microscopy and genotyping

Age category

Examination (positive/examined)

Genotype F/D/Peru 9

Microscopy PCR
Breeding complex 1 Pre-weaners 19/21 21/21 21/0/0
Starters 10/13 13/13 13/0/0
Sows 7/11 9/11 9/0/0
Breeding complex 2 Pre-weaners 9/10 10/10 8/0/2
Starters 2/3 2/3 2/0/0
Sows 3/4 3/4 3/0/0
Growing complex Pre-growers 15/17 16/17 14/2/0
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sow, nursing from contaminated teats, or ingestion of
faecal material. Nevertheless, additional studies are
needed to ascertain the mechanics of this transmission.

Our study is the first to conduct a methodical survey
that discriminates pigs by age categories within
intensive farming conditions, while also collecting
samples from the sow and its litter. In this case, the close
proximity of the sow with her litter might have resulted
in an overestimation of E. bieneusi positive piglets,
which could have occurred as the result of contamina-
tion with spores from the sow rather than actual
infection of the piglet. Nonetheless, the high percentage
of microsporidia positive animals persisted in piglets
that were weaned and physically separated from their
mothers, reinforcing our findings among pre-weaners.

Our findings also confirm that E. bieneusi genotype F
is the most frequently detected microsporidia in pigs
strengthening the concept of host specificity for this
genotype. Nonetheless, the detection of some genotypes
previously identified in humans suggests that pigs may
play arole, although minor, in the zoonotic transmission
of E. bieneusi.

Although pigs become infected at an early age and
excrete spores lifelong, microsporidia may remain
unrecognized because it is only rarely associated with
severe gastrointestinal symptoms and its detection by
microscopy requires specialized stains that are not part
of the routine coproparasitological diagnosis. Further
epidemiological studies are needed to fully ascertain its
distribution in different geographical settings, weather
conditions and husbandry practices, its economic
impact for the swine industry, and the zoonotic potential
of microsporidiosis in pigs in the Czech Republic.
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