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Abstrakt

Vzorky trusu byly odebirdny ve vybraném zemédélském podniku na dvou farmach
mlééného skotu. Byl sledovan vliv managementu a technologie na vyskyt
kryprosporidiovych a eimeriovych infekci. Celkem bylo sledovano 20 telat z kazdé
farmy od narozeni do 16. tydne stafi a vzorky trusu kazdého zvitete byly vysetfovany
kazdy tyden. Celkem bylo odebrano a vySetfeno 680 vzorkl trusu. Detekce paraziti
byla provedena kombinaci standardnich parazitologicko-mikroskopickych a
molekularnich metod. Byly zjistény infekce C. parvum subtyp [1aA13G1R1 a
I1aA17G1R1, C. ryanae subtyp XXlIc, E. zuernii, E. cylindrica, E. elipsoidalis, E.
bovis, E. auburnensis a E. subsferica.

Kumulativni prevalence C. parvum ve sledovanych chovech dosahla 85 % a
vyskyt infekce byl zjistén od jednoho tydne do ¢ty tydna staii zvirat. Kumulativni
prevalence Eimeria spp. dosahla hodnoty 100 % v 16. tydnu stafi telat z obou
sledovanych farem. Byly zjistény nedostatky ve zpusobu odchovu telat (absence
dezinfekce, nesystémové umisténi zvifat do volnych venkovnich individualnich boxt).
Napdjeni kvalitnim mlezivem s vyS$§im obsahem imunoglobulinti vedlo ke snizeni
intenzity infekce zptsobené C. parvum.

S prodluzujici se dobou pobytu telete v prosttedi porodny a umistovani nove
narozenych zvifat do kontaktu se starSimi telaty vedlo k zvySenému riziku infekce
eimeriemi. Nevyhovujici technologie spole¢ného odchovu telat po odstavu vedlo

k zvySenému vyskytu prijma.

Klic¢ova slova: skot; paraziti; Eimeria; Cryptosporidium; technologie; infekce; PCR



Abstract

Faecal samples were collected from two dairy farms. The influence of management
and technology on the incidence of Cryptosporidium and Eimeria infections was
investigated. A total of 20 calves from each farm were observed from birth to 16 weeks
of age, and faecal samples from each animal were examined weekly. A total of 680
faecal samples were collected and examined. Parasite detection was performed by a
combination of standard parasitological microscopic and molecular methods.
Infections with C. parvum subtypes [1aA13G1R1 and 11aA17G1R1, C. ryanae subtype
XXlc, E. zuernii, E. cylindrica, E. ellipsoidalis, E. bovis, E. auburnensis, and E.
subsferica were detected.

The cumulative prevalence of C. parvum on the sampled farms was 85 %, and the
prevalence of infection was detected at one to four weeks of age. The cumulative
prevalence of Eimeria spp. reached 100 % in calves from both monitored farms at 16
weeks of age. Feeding high-quality colostrum with a higher immunoglobulin content
reduced the intensity of infections caused by C. parvum.

The risk of Eimeria infection increased with the length of time calves remained in
the farrowing room when the newborn animals were in contact with older calves.
Inadequate technique for raising calves together after weaning resulted in an increased

incidence of diarrheal disease.

Keywords: cattle; parasites; Eimeria; Cryptosporidium; technology; infection; PCR
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Uvod

Hlavnim cilem chovatele skotu je odchovat zdrava telata. Vysoka nemocnost a nizka
intenzita rastu v priabéhu obdobi mlécné vyzivy predurcuje jejich budouci uzitkovost.
Ke spravnému a uspé$nému odchovu telat je nezbytny dobry zdravotni stav, ke
kterému pfispiva vytvofeni spravnych zivotnich podminek nebo-li welfare, a
zabezpedeni kvalitni vyzivy. Spatny zdravotni stav zvifat zhor$uje ekonomickou
situaci a naklady na odchov. Tele, které je ¢asto suzovano nemocemi, at’ neinfek¢nimi
¢i infekénimi (bakterialni, virové, parazitarni), jiz nikdy v budoucnu nevykaze
pozadovanou uzitkovost, ke které mé genetické predpoklady. U mnohych zvifat se
v disledku castého pouzivani 1éCiv, zejména antibiotickych preparatd, vyskytne
nulova reakce na podané ucinné latky a projevi se rezistence K pivodcim téchto
onemocnéni. Kvalita chovatelského prostiedi jiz u telat, je urCujici a rozhodujici faktor
pro zdarny odchov novych plemenic. Z divodu casté neodbornosti a nedostatecné
péce osetfovatell neni dosazeno pozadovanych vysledkli. Rozvoj znalosti a odbornosti
zaméstnancl, by mél byt cilem kazdého chovatele skotu. Investice do této ¢innosti se
vrati ve zdravi telat a jejich vyvoji a budouci uzitkovosti.

I ptes velmi dobfe zvladnuté odborné poradenstvi a konzultace predstavuji
parazitarni onemocnéni nejen dojené¢ho skotu problém mnohych chovi. Z tohoto
diavodu je velice diilezité provadét i prevenci proti jejich vyskytu. Ta spociva zejména
V udrzovani Cistoty chovatelského prostiedi, fadné¢ dezinfekci individudlnich box,
dikladném vymyvani naddob po podéavani nativniho a suSeného mléka. Dale pak
vyhodnoceni faktort, které mohou pfispivat k Siteni ptivodcti téchto onemocnéni
v chovech. Paraziti rodu Cryptosporidium a Eimeria patii dosud i pres veskeré
pokroky v chovu skotu k ¢ast&jsim ptivodcim prijmovych onemocnéni telat. Tato
prace se zabyva vlivem technologie odchovu skotu na vyskyt téchto parazitl, v€etné

druhové determinace ve vybranych chovech.




1 Literarni prehled

1.1 Odchov telat
1.1.1 Odchov telat s matkou

Tele je odchovavano spole¢né s matkou. Tento typ odchovu je typicky v chovech krav
bez trzni produkce mléka. Je to nejptirozengjsi zptisob a odpovida fyziologickym
potfebam telat (Broucek, 2008). V ramci tohoto typu odchovu nejsou zvifata
pfikrmovana mléénymi krmnymi ndhrazkami a vyZiva telete je v prvnich tydnech a

mésicich zivota plné saturovana mlezivem, respektive mlékem matky.

1.1.2 Ustajeni telat s kojnymi kravami

Ustajeni je realizovano ve stlanych kotcich, kde se nachazeji maximalné 3 kojné kravy.
Pocet telat v kotci je ur¢ovan podle produkce krav, aby na jedno tele pripadalo 5-6 kg
mléka denné. Telata se presouvaji ke kojnym kravam po skonceni mlezivové vyzivy a
behem odchovu se neptikrmuji mléénou krmnou smési. Tento druh odchovu pozitivné
pusobi na rist telat, jejich zdravotni stav a diivéj$i navyk na objemna krmiva. Pro
kojné kravy se vyuzivaji dojnice, které jsou vyiazeny z plemenitby nebo jejich vemeno

neodpovidéd pozadavkim pro strojni dojeni (Broucek, 2008).

1.1.3 Venkovni odchov telat v individualnich boudach

Slouzi k odchovu telat na mlééné vyzivé. Vyhody pouziti venkovnich individualnich
boxt (VIB) jsou eliminace pfenosu nemoci mezi telaty a jednoducha kontrola piijmu
potravy (Stangk et al., 2014).

Boudy by od sebe mély byt rozmistény tak, aby na sebe zvifata vid¢la, ale
zamezilo se kontaktu mezi telaty (Broucek, 2008). V ptipad¢€, Ze jsou VIB umistény
tak, Ze dochazi k fyzickému kontaktu, miZe dochazet k ptenosu infek¢nich agens
(Geden et al., 1990). VIB by mély splnovat zakladni hygienické podminky
(omyvatelnost, dezinfikovatelnost), mély by byt odolné vic¢i povétrnostnim
podminkam a umoznovat snadnou manipulaci (Dolezal et al., 2015).

Rozméry boudy maji byt: délka 2 m, Sitka 1,2 m, vyska veptedu 1,2 m a vzadu

1,1 m. Vybéh odpovida rozméram 1,8 x 1,2 m (Broucek, 2008).
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1.1.4 Kotcové ustijeni s mléénym krmnym automatem
Telata jsou ustajena v kotcich, ktera jsou stlana. Jejich dalsi soucasti je napajecka a
Zlab na startovaci krmnou smés. Na kotec s jednim mlénym automatem fizenym
pocitacem, ptipada okolo 30, maximaln¢ 50 telat. Kazdé tele ma individualné
nastavenou davku krmné ndhrazky a Casovy interval podle v€ku, Zivé hmotnosti a
chovatelského zaméru (Broucek, 2008).

Nevyhodou tohoto ustajeni je riziko pfenosu infekénich agens, a tudiz nutné Casta

kontrola zdravotniho stavu (Strapak et al., 2013).

1.1.5 Kotcova stlana ustajeni s fixaci pFi napajeni

Telata jsou odchovavana ve skupiné. Kotec disponuje krmnym Zlabem s fixaci telat
pii napajeni a moznosti uzaviit ptistup zvirat ke zlabu v dob¢ zakladani krmné smési
(Broucek, 2008). Stejné jako v pfedchozim typu ustdjeni, dochazi k riziku pfenosu

infekénich agens mezi jedinci.

1.2 Pfticiny prijmovych onemocnéni telat

Prijmova onemocnéni jsou u telat velmi Casta a patii k hospodarsky nejvyznamnéjsim
onemocnénim. Jsou hlavni pfi¢inou thynu novorozenych telat. Jejich nebezpeci
spociva v zastaveni ristu a zvysSeni mortality pfedev§im u telat na mlécné vyzive a
Vv obdobi odstavu (Smith, 2012).

Priciny prijma muzeme rozdélit do dvou kategorii dle pficiny, a to na infekéni a
neinfekéni. Mezi neinfekéni pticiny patii karence mikroprvki, hypovitaminéza, nizka
hygienickd tUrovenn chovu a nedodrZzovani zdsad spravné chovatelské praxe
(Jarolimkova, 2020). Dalsi neinfekéni pii¢inou propuknuti onemocnéni jSOU Stresové
faktory. Radime do nich zne¢istény porodni kotec, pozdni podani mleziva, $patné
pripravend mlécna ndhrazka (rozmichdni, zména sloZeni, nizka teplota napoje),
podiadna kvalita krmiva, nedostatecna hygiena napajecich nadob, vice jak jedno tele
na jedno krmné misto (Weerda et al., 2021).

Mezi pii¢iny infekénich prijmt fadime viry (coronaviry, rotaviry, adenoviry,
BVD), bakterie (Clostridium, Salmonella, Escherichia coli) a parazity (kryptosporidie,
kokcidie) (Jarolimkova, 2020). Za syndrom novorozeneckého prijmu u telat jsou ve

vétsing piipadl zodpoveédné rotaviry spoleéné s koronaviry (Cruvinel et al., 2020).
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Ponechani telete piiliS§ dlouho s matkou mlze mit vyznamny vliv na pfenos

infekce z matky na tele (Weerda et al., 2021).

1.3 Parazitarni piivodci prijmovych onemocnéni telat

U telat se setkavame nejcastéji se tfemi parazitarnimi ptivodci, kteti zpiisobuji zdvazna
prujmova onemocnéni. Konkrétné se jedna o Giardia intestinalis ptivodce giardiozy,
Cryptosporidium spp. ptvodce kryptosporidiézy a Eimeria spp. pivodce eimeriozy.

Jednotliva parazitarni agens jsou podrobn¢ popsana Vv nasledujicich kapitolach.

1.4 Giardie

V ramci rodu Giardia rozlisujeme nékolik hostitelsky specifickych druhd. Druhy
Giardia agilis, Giardia ardeae, Giardia muris parazitujici u obojzivelnika, ptakti nebo
hlodavci nejsou pro své hostitele témet patogenni. U savcel, véetné skotu a ¢loveka,
se setkavame s Giardia intestinalis, ktera se déli do osmi asamblazi (genotyp).
Zatimco asamblaze A a B jsou charakteristické svou Sirokou hostitelskou specifitou,
ostatni asamblaze C—H jsou infekéni pouze pro omezeny pocet hostiteld. U skotu,
respektive u telat jsou nejcastéji detekovany asamblaze A a B (Abdel-Moein et Saeed,
2016).

Gardia intestinalis, starsi nazev Lamblia intestinalis, je kosmopolitni, patogenni,
pohyblivy a anaerobni prvok. Prvni popis G. intestinalis u¢inil v roce 1859 ¢esky l1ékat,
profesor Vilém Dugan Lambl (Cermékova et al., 2008).

Biologicky cyklus G. intestinalis je pfimy (obrazek 1.1), ke svému vyvoji
nepotiebuje mezihostitele (Cerméakova et al., 2008). Cysty giardii (odolné, maji &tyfi
jadra) jsou vylucovany trusem. Velikost cyst je 8-12 x 7-10 um. Cysty po pasazi
zaludkem v duodenu excystuji a dochazi k uvolnéni trofozoitd, o velikosti 1-20 x 6—
16 um, kteti se $ifi do jejuna (Volf et Hordk, 2007). Vegetativni stddia giardiii
(trofozoiti) jsou pohybliva, hruskovitého tvaru a maji 2 jadra, 8 bi¢iku a piisavny disk,
ktery slouZi k prichyceni k povrchu enterocyti (Cermakova et al., 2008; Volf et Horak,
2007).
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Obrazek 1.1: Zivotni cyklus Giardia sp. podle Gardiner, 1988.
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Parazit nepronikd do buné¢k epitelu. Po adherenci giardii vznikaji na stifevnim
epitelu mikroskopické 1éze, na které reaguje epitel zkracenim a zesilenim stfevnich
mikroklkt (Cermakova et al., 2008). Hlavnim piiznakem onemocnéni je nekrvavy
prijem shlenem bez hnisavé piimési, ktery je doprovazen bolestmi bficha,
nechutenstvim az zvracenim. Pfi ndkaze dochdzi k poruse §tépeni a vstiebavani tukli a
sacharidl (priijmova stolice byva svétla a mastnd) (Volf et Hordk, 2007). Giardidza u
telat je poprvé pozorovana u jedincii ve stafi ¢ty tydnti a vyluovani cyst pokracuje i
déle nez Sest mésica (Thompson et al., 2003).

Nejcast&jsi zdroj nakazy je voda kontaminovana cystami giardii (Cermakova et
al., 2008). Nicméné zdrojem mohou byt i infikovani jedinci v ramci stada, respektive
odchovu. Cysty giardii jsou velmi odolné vuci podminkam vnéjsiho prostiedi. Bézné
chlorové preparaty vyuzivané k dezinfekci nebo chlérovani vody nejsou pro giardie
devitalizujici (Volf et Hordk, 2007). Cysty giardii jsou velmi citlivé na zvySenou
teplotu, 10-minutovy var je spolehlivé devitalizuje (Cermakova et al., 2008).
Inkubaéni doba giardidzy je od jednoho do tii tydnt (Volf et Horak, 2007).
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1.5 Kryptosporidie

Cryptosporidium je obligatni, gastrointestinalni, protozoarni parazit pattici do kmene
Apicomplexa, jednoho z nejvétsich kment parazitickych prvokt. Vétsina zastupcu
tohoto kmene jsou veterinarné zavazni paraziti. VSichni zastupci kmene Apicomplexa
jsou adaptovani na Zivot uvnitf nebo na povrchu hostitelskych bunék (Volf et Horak,
2007).

Prvoci rodu Cryptosporidium byly pavodné fazeny mezi kokcidie, ale
fylogenetickymi analyzami bylo prokazano, Ze Kkryptosporidie jsou piibuzné
s gregarinami (\Volf et Horak, 2007).

Paraziti rodu Cryptosporidium byly poprvé popsani v roce 1907, kdyz byl
detekovan novy druh parazita, Cryptosporidium muris, v zalude¢nich Zzlazach
laboratornich mysi (Tyzzer, 1907). O nékolik let pozdé&ji byl publikovan kompletni
morfologicky popis a zivotni cyklus parazita C. muris (Tyzzer, 1910). O dva roky
pozdéji popsal Tyzzer novy druh z laboratornich mysi, Cryptosporidium parvum,
ktery se lisil jak mistem infekce, tak oocystami (Tyzzer 1912; Thompson et al., 2003).

Infekce vyvolané kryptosporidiemi jsou jednou z nejcastéjSich pficin prijmu u
hospodarskych zvifat a lidi na celém svété (Santin et al., 2004). Kryptosporidie
parazituji u mnoha druhii hospodaiskych zvitat, domacich zvifat, laboratornich zvitat
a volng zijicich zvitat. Druh C. parvum je mezi v§emi druhy kryptosporidii vyjimecny
svou Sirokou hostitelskou specifitou, jeho infektivita byla prok4dzdna u velkého
mnozstvi savcd a piedpoklada se, Ze je infekéni pro vSechny savce (Thompson et al.,
2003). Tento druh je infek¢ni i pro nékteré ptaky (Holubova et al., 2016).

Rozsifeni kryptosporidii je kosmopolitni (Thompson et al., 2003). Infekéni stadia,
sporozoiti, jsou ulozeny v oocystach, které jsou velmi malé a velikost se pohybuje
okolo 5 az 7 um (Volf et Horak, 2007). Kryptosporidie maji specifickou tkanovou
lokalizaci, a to v zoné¢ mikroklka stiev, epitelu vystylajicim Zalude¢ni sténu nebo
v epitelu dychacich cest (Volf et Horak, 2007).

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je jednohostitelsky. Po poziti oocysty Se vV misté
infekce z oocysty uvoliuji sporozoiti, ktefi pronikaji k enterocytim. Excystovani
paraziti se rozmnozuji nejprve nepohlavné (meront typu I a Il) a pohlavné. Z merozoitt
I a Il typu se vytvafeji makrogametocyty a mikrogametocyty. Po oplozeni

makrogametocytd mikrogametami se vyvijeji zygoty, které sporuluji v hostiteli a
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vznikaji oocysty odchazejici ven z hostitele (Cho et Yoon, 2014). Zivotni cyklus rodu

Cryptosporidium je uveden na obrazek 1.2.

Obrazek 1.2: Vyvojovy cyklus rodu Cryptosporidium, upraveno podle Gardiner, 1988.
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1.6 Kryptosporididza

Onemocnéni muze propuknout sporadicky nebo v rozsahlé epidemie. Kryptosporidie
se prenasi pfimou fekalné-ordlni cestou, kontaktem s nakazenymi jedinci nebo
nepiimo, kontaminovanou vodou nebo potravou (Zahedi et Ryan, 2020). K pienosu
muze dojit z ¢lovéka na cloveka, ze zvifete na Clovéka nebo ze zvifete na zvife
(Glaberman et al.,, 2002). K pienosu nakazy muze dojit také pii kontaktu
s kontaminovanym materidlem, jako jsou napiiklad znesSi¢téné odévy, obuv nebo
pracovni pomucky (Bouzid et al., 2013).

Kryptosporidie mohou za ptiznivych podminek (teplota a vlhkost s nizkym UV
zarenim) prezivat v prostiedi déle nez mésic a jsou odolné k vétsing dezinfekénich
prostiedki (Cho et Yoon, 2014). Uginna 1é¢ba kryptosporidiozy je dosud neznama
(Volf et Horak, 2007). Pro 1é¢bu kryptosporidiozy schvalil Americky ufad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv piipravek nitazoxanid, ktery mize v mirné mife pomoci k

odstranéni parazita a zkratit dobu klinickych pfiznakd (Gargala, 2008). Ovsem

15



vyzkum ukazal, Ze tento 1€k neni u¢inny u pacienti s oslabenou imunitou (Amadi et

al., 2009). U skotu je pouzivan 1ék Halocur, ktery v§ak pouze snizuje intenzitu infekce

(Weerda et al., 2021).

1.7 Kryptosporidie infikujici skot

Dosud bylo popsano 49 druhu kryptosporidii, z nichz ¢tyfi se bézné vyskytuji u skotu
(Yang et al., 2020). Kryptosporididéza skotu byla poprvé detekovana jalovice trpici
chronickym prijem, anorexii a dehydrataci. Histologické vySetfeni prokéazalo infekci
jejuna a jako pii¢ina byly oznaceni paraziti rodu Cryptosporidium (Panciera et al.,
1971).

Mezi druhy infikujici skot patti C. parvum (Tyzzer, 1910), Cryptosporidium
ryanae (Fayer et al., 2008), Cryptosporidium bovis (Fayer etal., 2005) a
Cryptosporidium andersoni (Lindsay et al., 2000).

Zatimco infekce C. parvum je spojena s klinickymi piiznaky onemocnéni, infekce

ostatnimi druhy probiha vétsinou asymptomaticky (Thompson et al., 2003).

1.7.1 Cryptosporidium parvum

Hostitel: Cryptosporidium parvum ma nejnizs$i hostitelskou specifitu, mize byt
infekéni pro vSechny savce. Je to nejrozsifenéjsi kryptosporidie (Fayer et al., 2000a).
Lokalizace: Cryptosporidium parvum kolonizuje tenké stfevo mladych zvifat a lidi
(Santin et al., 2004).

Morfologie: Pro toho parazita jsou typické kulaté oocysty o velikosti 5,0 x 4,5 um
(Fayer et al., 2008; Upton et Current, 1985).

Patogenita a patogeneze: Telata se obvykle nakazi ve staii jednoho az ¢tyf tydnu a

trvani infekce je kratké, trva asi dva tydny. Telata zainaji vyluCovat oocysty ve
Ctyfech dnech véku s maximalnim vylucovanim ve dvou tydnech. Vylu¢ovani oocyst
trva ptiblizn¢ 10 dni (Thompson et al., 2003).

Telata infikovana C. parvum mohou byt asymptomaticka nebo se u nich muze
rozvinout té€Zky prijem s dehydrataci (Cho et Yoon, 2014). Patogeneze prujmu je
dasledkem invaze paraziti a destrukce epitelu vedouci k atrofii klki a destrukei
mikroklki. Klinické pfiznaky u telat jsou obvykle pozorovany ve véku 7-30 dnd.
Telata jsou obvykle letargickd, anorekticka a miZe se projevit dehydratace spojena s

prujmem (Thompson et al., 2003). Kontinualni teleni v chovech dojeného skotu
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poskytuje pftilezitost k celorocnimu pienosu kryptosporidii na novou vnimavou
populaci. U masného skotu je tento cyklus pierusen diky sezénnimu teleni (telata se
rodi béhem jednoho az dvou mésict na jaie) (Thompson et al., 2003).

Subtypy: Pro urceni subtypt se pouziva analyza sekvenace genu kodujiciho 60 kDa
glykoprotein (gp60) (Xiao, 2010). Podtypy C. parvum jsou uvedeny v tabulce 1.1.

Tabulka 1.1: Piehled gp60 subtypovych rodin Cryptosporidium parvum a jejich
ozanceni (Xiao, 2010).

Alela Trinukleotid GenBank ¢islo
lla TCA, TCG AY26034 (11aA15G2R1), DQ192501 (11aA15G2R2)
b TCA AF402285 (11bA14)

AF164491 (11cA5G3a), AF164501 (11IcA5G3b),

lle TCA, TCG EU095267 (11IcA5G3c), AF440636 (11cA5G3d)
Id TCA, TCG AY738194 (I1dA18G1)

e TCA, TCG AY382675 (11eA12G1)

1f TCA AY738188 (11fA6)

g TCA AY873780 (11gA9)

lh TCA, TCG AY873781 (IlhA7G4)

i TCA AY873782 (IliA10)

1% TCA AB237137 (1IkA14)

1 TCA AM937006 (I11A18)

1.7.2 Cryptosporidium ryanae

Hostitel: Cryptosporidium ryanae se vyskytuje vétsinou u telat po odstavu (Yang et
al., 2020). Infekce touto kryptosporidii byly popsany u ruznych vékovych kategorii
skotu (Santin et al., 2004).

Lokalizace: Parazit se vyskytuje ve stievé hostitele (Fayer et al., 2008).

Morfologie: Oocysty jsou podobné oocystam C. parvum a C. bovis, ale jsou mensi.
M¢ti 3,16 x 3,73 um (Fayer et al., 2008).

Patogenita: Prepatentni perioda trva 11 dni a patentni obdobi 15-17 dni. Pribéh
onemocnéni je bez klinickych piiznakt (Fayer et al., 2008; Aberg et al., 2020).
Subtypy: Cryptosporidium ryanae se na zakladé sekvenci genu gp60 déli do 8
subtypovych rodin, které jsou oznaceny XXla, XXIb, XXIc, XXId, XXIe, XXIf, XXIg
a XXIh (Yang et al., 2020).
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1.7.3 Cryptosporidium bovis
Hostitel: Cryptosporidium bovis se vyskytuje u skotu (Santin et al., 2004). Diive byl
tento druh ozna¢ovan jako Cryptosporidium genotype Bovine B (Fayer et al., 2005).
Lokalizace: Cryptosporidium bovis bylo detekovano v tenkém stievé experimentalné
infikovanych telat (Fayer et al., 2005).
Morfologie: Cryptosporidium bovis ma morfologicky nerozeznatelné oocysty od
oocyst C. parvum. Oocysty jsou vyluCovany plné sporulované, obsahujici Ctyfi
sporozoity. Jejich velikost je 4,9 x 4,3 um (Fayer et al., 2005).
Patogenita: Prepatetni perioda C. bovis je 10 dni a patentni perioda trva 18 dni (Fayer
et al., 2005).

Fayer et al. (2005) a Aberg et al. (2020) uvadéji ve svych studiich, Ze telata

nevykazuji ptiznaky onemocnéni.

1.7.4 Cryptosporidium andersoni
Hostitel: Cryptosporidium andersoni infikuje pfedevsim mlady, ale i dospély skot
(Santin et al., 2004). Jsou zaznamenany i ptipady, kdy doslo k infekei u lidi, velbloud,
dalsich piezvykavcu a hlodavecu (Feng et al., 2011; Kvag et al., 2016).
Lokalizace: Cryptosporidium andersoni je ptitomné ve slezu skotu od patého mésice
staii (Thompson et al., 2003).
Morfologie: Oocysty méii v rozmezi 6,0-8,1 x 5,0-6,5 um a jsou elipsoidniho tvaru.
Bezbarva sténa je silna <1 um, mikropyle neni zfetelné a na jednom poélu je podélny
Sev (Lindsay et al., 2000).
Patogenita: Zaludeéni sliznice pii infekci C. andersoni je bleda. V misté infekce jsou
ptitomny vyrazné dilatace a atrofie zlaz, metaplazie Zzlaz bunék epitelu a
hyperprodukce hlenu (Kvag¢ et Vitovec, 2003).

Klinické pfiznaky nejsou viditelné. Pribéh onemocnéni je chronicky bez
pfitomnosti prijmu. Onemocnéni miize mit vliv na mlécnou produkci (Kvac¢ et

Vitovec, 2003).

1.8 Kokcidie
Kokcidie jsou mali, typicky intracelularni, jednobunécni paraziti. Vyvojovy cyklus
zahrnuje tii fize, tj. merogonie, gametogonie a sporogonie. Zivotni cyklus se miize

uskutec¢novat v jednom hostiteli (monoxenni) nebo ve vice hostitelich (heteroxenni)
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(Rysavy, 1989; Volf et Horak, 2007). Mezi kokcidie dale fadime kromé& rodu Eimeria
napf. rod Isospora, Toxoplasma, Cyclospora nebo Sarcocystis (Volf et Horak, 2007).
Kokcidie rodu Eimeria se pfevazné vyviji v raznych Castech stfevni tkang, ale
setkavame se i s mimo stievni reprodukci, naptiklad u Eimeie stiedai v jatrech kralikt
nebo Eimerie truncata v ledvinach hus (Rysavy, 1989).

V této praci se budeme vénovat pouze rodu Eimeria vyskytujicim se u skotu.

Vétsina eimerii je striktné hostitelsky specificka a zaroven maji 1 vyraznou
tkanovou specifitu (Rysavy, 1989). Nejcastéji jsou infikovana telata ve véku tii tydnd
az 12 mésica (Lassen et al., 2009).

Eimerie patii mezi nejéastéj$i parazity skotu na svété (Lassen et al., 2009).
Celosvétove bylo u skotu popsano Vvice nez 20 druhii eimerii, Z nichz bylo 13 druhi
zjisténo v Evropé (Enemark et al., 2013). Morfologie jednotlivych druhd oocyst je
uvedena v tabulce 1.2.

Tabulka 1.2: Morfologie oocyst druhd Eimeria vyskytujicich se u skotu v Evropé
(Daugschies et Najdrowski, 2005).

Druhy Velikost (um) Tvar
E. alabamensis 13-24 x 11-16 Vejcity
E. auburnensis 32-46 x 20-25 Podlouhly vejcity
E. bovis 23-34 x 17-23 Vejcity, asymetricky
E. brasiliensis 34-43 x 24-30 Elipsoidni
E. bukidnonensis 47-50 x 33-38 Hruskovity tvar
E. canadensis 28-37 x 20-27 Vejcity nebo elipsoidni
E. cylindrica 16-27 x 12-15 Podlouhly elipsoidni
E. ellipsoidalis 20-26 x 13-17 Elipsoidni, mirné vejcita
E. illinoisensis 24-29 x 19-22 Elipsoidni nebo vejcity
E. pellita 3641 x26-30 Ovalny
E. subspherica 9-14 x 8-13 Kulaty nebo subkulaty
E. wyomingensis 3745 x 26-34 Vejcity nebo hruskovity
E. zuernii 15-22 x 13-18 Subkulaty

Zivotni cyklus rodu Eimeria (obrazek 1.3) je monoxenni s parazitickou (vnitini)
a enviromentalni (vngjsi) fazi (Daugschies et Najdrowski, 2005). Infekénim stadiem

eimerii jsou Sporozoiti, ktefi se nachazeji ve vysporulovanych oocystach. Po pozieni
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oocyst hostitelem se vlivem travicich enzymi a mechanického naruseni ve stievech
uvolni sporozoiti rozpusténim Steidova téliska. Sporozoiti infikuji stfevni buiiky.
Vznikne parazitoforni vakuola, ve které se vyviji trofozoit, ktery se stava merontem.
Nasleduje prvni merogonie. Meront se déli na fadu merozoiti, ktefi opakuji merogonii,
nebo se po vniknuti do dal§ich bun€k méni na makrogametocyt (jednojaderny) nebo
mikrogametocyt (mnohojaderny). Poté mikrogamety oplodni makrogamety a vytvoti
zygoty. Zygota se méni v oocystu. Oocysty se uvolni z prasklych epitelovych bun¢k a
jsou vyluovany trusem do prostiedi. Oocysta vyloucena z hostitele je nesporulovana
a ve vnéjSim prostredi (anaerobni proces) dochdzi ke sporulaci (meidze). V oocysté
vznikaji Ctyii sporocysty se dvéma sporozoity. Doba sporulace je rozdilna u riiznych
druhti eimerii (Lopez-Osorio et al., 2020; Volf et Horak, 2007).

Obrazek 1.3: Zivotni cyklus rodu Eimeria, upraveno podle Gardiner, 1988.
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U zivych organismu se diagnostika provadi nalezem oocyst v trusu. Pfi pitvé se
hledaji v postizené tkani makroskopicky viditelné 1éze, hemorhagie nebo drobné
krevni vyrony. Nasledné se v tkani hledaji mikroskopicky vyvojova stadia kokcidii

(Rygavy, 1989).
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1.9 Kokcidiéza

Kokcidiéza skotu zplsobena Eimeria spp. zlustava vyznamnym zdravotnim
problémem v modernim chovu telat. Onemocnéni ve vétsiné ptipadl ustane, jakmile
skon¢i rozmnoZzovani parazita ve stifevé (ukonceni vylu¢ovani oocyst) (Daugschies et
Najdrowski, 2005). Ekonomické ztraty souviseji Se zhorSenou uzitkovosti, zvySenou
umrtnosti a naklady na 1é¢bu (Enemark et al., 2013).

Prevalence infekce u skotu je vysoka a u telat mtize dosahovat az 100 %. VétSina
druhti eimerii skotu nevyvolava vyrazné Klinické priznaky, pouze dva druhy jsou
zodpovédné za klinickou, Zivot ohroZzujici kokcididzu. Nejvice patogenni jsou E.
zuernii a E. bovis. Prilezitostné vSak byly pozorovany prijmy u infekce zptisobené E.
auburnensis a E. ellipsoidalis (Daugschies et Najdrowski, 2005). Obzvlastné nachylna
ke klinické kokcididze jsou telata ve véku tii tydnd az Sesti mésicu (Daugschies et
Najdrowski, 2005).

Infekce telat s velkym mnozstvim oocyst E. zuernii a E. bovis mize vést k tézkym
prijmuim obsahujicim krev, fibrin a stfevni tkan. Tato telata trpi horeCkou, bolestmi
bticha, dehydrataci, slabosti, anorexii, a nakonec mohou uhynout. Mortalita miize
dosahovat 7-20 % (Daugschies et Najdrowski, 2005; Lassen et al., 2009).

Patologické zmény a klinické ptiznaky vytvaieji predevSim pohlavni stadia,
protoze porusuji sliznici jejuna, ilea a céka. Pti infekci dochazi k destrukci sliznice
sttev vedouci k atrofii klkti a destrukci mikroklkd (Lopez-Osorio et al., 2020).
Klinické ptiznaky jsou zietelné vétSinou jen pii prvni infekci, pii dalsi infekci dochézi
ke specifické imunitni odpovédi na pfitomnost parazita (Enemark et al., 2013).

Za ptiznivych podminek si oocysty udrzuji infekEnost po nékolik mésicti a mohou
ptezit i zimni obdobi (Daugschies et Najdrowski, 2005). Oocysty jsou odolné vici
nékterym bézn€ pouzivanym dezinfekénim prosttedkiim, ale jsou zlikvidovéany
vysokou teplotou (Lopez-Osorio et al., 2020).

K 1é¢bé kokcidiozy se pouzivaji ptipravky s t¢innou latkou sulfonamid, diclazuril
nebo toltrazuril. Posledni dvé jmenované ucinné latky jsou schvaleny k metafylaxi
(Weerda et al., 2021).
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1.10 Nejpatogennéjsi eimerie u skotu

Nejvice patogenni jsou E. zuernii, E. bovis a E. elipsoidallis (Lassen et al., 2009).

1.10.1 Eimeria bovis

Oocysty jsou vejcité s hladkou dvouvrstevnou sténou. Sila stény je okolo 2 pm,
Zlutohnédé¢ barvy. Mikropyle je malo zietelné a nachdzi se na zizeném konci oocysty.
Sporulace pii pokojové teploté trva 2—3 dny. Velikost gametocytt je 300—400 um, lze
je zaznamenat zrakem. Vyvoj probiha v tenkém, tlustém i slepém stfeve. Prepatentni
perioda je 18-19 dni (Cerna, 1983).

1.10.2 Eimeria ellipsoidalis
Oocysty jsou ovalné s hladkou, tenkou, bezbarvou sténou. Mikropyle je nezietelné.
Sporulace trva tfi dny. Vyvoj probiha v epitelovych buikach tenkého stfeva.

Prepatentni perioda je 8-13 dni (Cerna, 1983).

1.10.3 Eimeria zuernii

Oocysty jsou vejéité nebo subsférické. Sténa je bezbarva 1 um silna, bez mikropyle.
Doba sporulace trva 3—4 dny pii pokojové teploté. Vyvojovy cyklus obsahuje dvé
merogonie a probiha v tenkém, tlustém i slepém stievé (Cernd, 1983). Prepatentni
perioda E. zuernii se pohybuje kolem 16-17 dni (Mundt et al., 2005). Je povazovana

za nejvice patogenni druh u skotu (Cerna, 1983).

22



2 Cile

Cilem prace je posoudit vliv zpisobu odchovu a technologie chovu telat na vyskyt
parazitarnich onemocnéni ve vybranych chovech dojného skotu.

Pomoci standardni parazitologické metody vySettit dvé skupiny telat ve stati 0 az
Ctyti mésice a pomoci molekularnich metod provést genotypizaci nalezenych paraziti.
Vysledky zpracovat piisluSnymi statistickymi metodami a porovnat ziskand data

s publikovanymi tdaji.
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3 Material a metodika

3.1 Material

Odbéry probihaly v Zemédélském druzstvu Dolni Hofice. Na farmé Klouzovice a
Poftin se odebiraly vzorky trusu od nové narozenych jalovicek, celkem 20 kust z kazdé
farmy. Pozd&ji byla telata prevezena do teletniku umisténého na stfedisku
v Chotéinach.

Ptevoz telat z farmy Pofin probihal po odstavu a telata jiz byla na rostlinné vyzivé.
Stari telat se pohybovalo mezi 2,5 az 3 mésici. V teletniku v Chotéinach byla umisténa
do spole¢ného kotce.

Z farmy v Klouzovicich byla telata pfevazena ve staii okolo 1 az 1,5 mésice véku
do teletniku v Chot¢inach, kde byla krmena mlé¢nou krmnou smési. V teletniku byla
ustajena v individualnich boxech, které se jiz nenachdzely venku, ale v budové. Po
odstavu (2,5 az 3 mésice stara telata) byla pfesunuta do spolecnych kotcu, kde se
nachazela telata pochazejici z farmy v Pofiné.

Vzorky trusu byly odebirany od narozeni do 112. dne stafi. Od kazdého telete bylo
odebrano 17 vzorki, vzdy po sedmi dnech. Do vyzkumu byly vybrany pouze
jalovicky. Vzorky byly ziskavany z rekta a uskladnény v chladni¢ce. Celkem bylo
odebrano a vyhodnoceno 680 vzorkt. Odbéry byly realizovany od 17. 2. do 1. 8. roku
2022.

3.1.1 Farma Pofin
Plemeno: Cesky strakaty skot
Zaméieni: Chov dojeného skotu

Technologie odchovu telat: Narozena telata jsou do 12 hodin po narozeni pfesunuta

do venkovnich individualnich boxi (VIB), které jsou stlané slamou. Mé&fi se hodnota
protilditek v mlezivu a na prvni napojeni dostava tele kvalitni mlezivo. Dale je
podavéano mlezivo ziskané od matky. Od patého dne se piechazi na mléénou krmnou
smés od firmy Forst Agro s.r.0. Odstav telat probiha ve véku dvou mésicti a nasledné
se presouvaji do spolecného vyb&éhu umisténého vedle VIB. Velikost skupiny ve
vybéhu je 15 ks. Do skupiny jsou telata postupné piidavana podle toho, jak se
odstavuji. Pokud je kapacita vyb&éhu naplnéna, telata (2,5 az 3 mésice stafi) jsou

ptevezena do teletniku umisténého v Chot¢inach.
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Pristylani VIB a vybéhu je provadéno dle potieby. Boxy se cCisti pouze

mechanicky, dezinfekce se neprovadi. Stav telat na farm¢ se pohybuje kolem 50 ks.

3.1.2 Farma KlouZovice
Plemeno: Holstynsky skot
Zaméfeni: Chov dojeného skotu

Technologie chovu: Telata jsou po narozeni ihned ptfesunuta do VIB. Mlezivo pro

telata pochazi od otelenych krav, tele tedy nepfima mlezivo pouze od matky a podava
se prvni ¢tyfi dny zivota. Od patého dne se piechazi na mléénou krmnou smés od firmy
VVS Verméiovice s.r.o. Kolem jednoho mésice staii jsou telata piesunuta do teletniku
v Chotcinach.

Slamou je do VIB pristylano kazdy den. Boudy se Cisti pouze mechanicky,

dezinfekce se téZ neprovadi. Na farmé se stav telat pohybuje okolo 35 ks.

3.1.3 Farma Chotéiny
Plemena: Holstynsky a Cesky strakaty skot
Zaméfteni: Odchov telat a mladého dobytka

Technologie chovu: Telata ptivezena z farmy v KlouZovicich jsou ustajena v fadé

individudlnich boxd, které od sebe déli plastova ptic¢ka. Jsou krmeny stejnou mlécnou
krmnou smési jako na ptivodni farmé. Odstav telat je realizovan ve v€ku cca 2,5 mésice
a nasledn¢ jsou telata pfesunuta do spoleénych kotcti. Zde se michaji zvifata z obou
farem stejného véku. Pfistylani do individualnich boxu je realizovano jednou denné.
Vyvoz chlévské mrvy ze spoleénych kotcll se provadi 3% tydné. Mechanické ¢isténi
individudlnich boxt se provadi vysokotlakym ¢isticem.

Pocet telat na farmé do ¢tyf mésicti véku je kolem 65 ks. Celkovy pocet chovaného

dobytka je okolo 270 ks.

3.2 Metodika

3.2.1 Barveni anilin-karbol-methyl violeti dle Milacka a Vitovce

Pritomnost kryptosporidii se zjiStovala pomoci barveni oocyst dle Milacka a Vitovce
(1985). Hodnoceni intenzity infekce pro kryptosporidie bylo realizovano pii barvici
metodé dle Milacka a Vitovee (1985). V ptipadé, Ze se na skle nachazelo do 10 oocyst,

byla intenzita infekce hodnocena jako slaba (+), do 50 oocyst byla stiedné silna (++),
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do 100 oocyst byla silna (+++) a nad 100 oocyst na skle byla intenzita infekce masivni

(++++).

Roztok methylvioleti:

e 0,6g methylviolet

e 1ml anilin

e 1g fenol

e 30ml alkohol

e 70ml dH20
Roztok tartrazinu:

e 1% roztok tartrazinu v 1 % kyseliné octové
Postup:
e Spejli rozetieme malé mnozstvi trusu na podlozni sklicko a nechame
uschnout.
e Vzorek zafixujeme methanolem v plameni.
e Barvime roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.
e Oplachneme vodou.
e Nasledné sklicko se vzorkem diferencujeme 2 % kyseling sirové 1 minutu.
e Oplachneme vodou.
e Dobarvime tartrazinem po dobu 5 minut.
e Oplachneme vodou.
e Osusime a prohlizime svételnym mikroskopem s imerznim olejem pii

1000x zvétSeni.

3.2.2 Flotace

Ptitomnost vyvojovych stadii paraziti byla detekovdna pomoci flotacni metody.
Hodnoceni intenzity infekce pro Eimeria spp. bylo realizovano pfi flota¢ni metodg.
V piipad¢, Ze se na skle nachazelo do 10 oocyst, byla intenzita infekce slaba (+), do
50 oocyst byla sttedné silna (++), do 100 oocyst byla silna (+++) a nad 100 oocyst na

skle byla intenzita infekce masivni (++++).
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Sheateriiv roztok:
e 259ml dH20
e 405¢ cukru
Postup:

e Trus s destilovanou vodou zhomogenizujeme ve tieci misce.

e Prefiltrujeme pies sitko do zkumavky, pro odstranéni hrubych necistot.

e Centrifugujeme 5 minut pii 500 g.

¢ Slijeme supernatant.

e K sedimentu piidame 1 ml Sheaterova roztoku a promichame, dale
zkumavku doplnime.

e Centrifugujeme 5 minut pii 500 g.

e Kli¢kou pieneseme povrchovou blanku na podlozni sklicko a ptikryjeme
krycim sklickem.

e Prohlizime svételnym mikroskopem pii zvétseni 400x.

3.2.3 lzolace gDNA
DNA byla extrahovana ze vzorku pozitivniho na oocysty kryptosporidii/kokcidii
pomoci komeréniho kitu GeneAll® Exgene™ Stool DNA mini.
Postup:
e Piiblizn¢ 200 mg trusu dame do Safe — Lock Tube spole¢né se sklenénymi
a zirkonovymi kulickami a 1ml FL pufru.
e Zhomogenizujeme vortexovanim a rozbijeme Vv homogenizatoru
FastPrep-24 1 minutu pii rychlosti 5,5 m/s.
e Nechame inkubovat 5 minut, poté centrifugujeme 5 minut/14000 g.
e Piepipetujeme supernatant na EzPass kolonku.
e Centrifugujeme 1 minutu/14000 g, poté vylijeme odpad ze sbé&rné
zkumavky.
e Piipipetujeme 100 pl EB pufru a nechame 1 minutu inkubovat.
e Centrifugujeme 1 minutu/14000 g.
e Do sbérné zkumavky napipetujeme 500 ul PB pufru a obsah zkumavky
preneseme na mini spin column.
e Centrifugujeme 1 minutu/14000 g, poté vylijeme odpad ze sbérné

zkumavky.
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e Napipetujeme 500 pl NW pufru.

e Centrifugujeme 1 minutu/14000 g, poté vylijeme odpad ze sbérné
zkumavky.

e Pieneseme kolonku na novou eppendorfku a ptipipetujeme 200 ul EB
pufru.

e Nechame inkubovat 1 minutu, poté centrifugujeme 1 minutu/14000 g.

e Ziskanou DNA skladujeme v mraznicce pii -20 °C.

3.2.4 Polymerazova retézova reakce

Molekularni metodou nested PCR ampflikujici gen kodujici malou podjednotku rRNA

(SSU rRNA) a 60 kDa glykoprotein (gp60) byly uréeny genotypy kryptosporidii (Jiang

et al., 2005; Xiao et al., 1999; Yang et al., 2020). Pro genotypizaci Eimeria spp. byla

provedena nested PCR amplifikuijici ¢ast genu kodujiciho ITS (Ekawasti et al., 2022).
PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 50 ul. Slozeni reak¢éni smési pro

primarni i sekundarni PCR reakci je uvedeno v tabulce 3.1. Amplifika¢ni programy

pro termocycler pro jednotlivé PCR reakce jsou uvedeny v tabulce 3.2.

Tabulka 3.1: Rozpis piipravy master-mixu pro PCR analyzy.

Chemie Koncentrace Primarni reakce Sekundarni
(ul) reakce (ul)
H.0 - 36,75 36,75
MgCl» 25 mM 5 5
Pufr 1x 2 2
dNTP 200 nM 2 2
BSA 10 mg/ml 1 1
Tag 125U 0,25 0,25
Primer forward 200 nM 0,5 0,5
Primer reverse 200 nM 0,5 0,5
gDNA - 2 0
Produkt primarni reakce 0 2
Celkovy objem 50 50
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Tabulka 3.2: Nastaveni amplifika¢nich program pro jednotlivé PCR reakce.

Cryptosporidium spp. Eimeria spp.
Fize Pocet Cas SSU gp60 C. parvum gp60 C. ryanae ITS
amplifikace cykli  (s) primarni sekundirni primarni sekundirni primarni sekundirni primérni sekundarni
Teplota (°C)
denaturace 1 600 95
denaturace 45 95
annealing 35 45 50 55 50 50 55 55 55 55
elongace 60 72
elongace 1 420 72
schlazeni 1 © 4

Pouzité chemikalie:
e TAQ POLYMERAZA — Dream Taq (5 U/1 ul), polymeraza Thermo
Fisher Scientific (LOT 00899431)

e BSA — bovinni sérovy albumin, lyofilizovany prasek, vhodny pro (pro
molekularni biologii), neacetylovany, Merck (B6917-100)

e PUFR — 10x Dream taq green buffer 20 mM mgCL, Thermo Fisher
Scientific (LOT 00900550)

e MgCl; — 25 mM MgClz, Thermo Fisher Scientific (LOT 01156552)

e dNTP — 10mM pracovni roztok, ANTP Set, pro molekularni biologii

e PCR H20 —Top-Bios.r.o.

e PRIMERY - pracovni roztok 10 uM, Generi Biotech

Seznam pouzitych primera je uveden v tabulkach 3.3, 3.4, 3.5a 3.6.

Tabulka 3.3: Primery pro amplifikaci genu kodujiciho SSU rodu
Cryptosporidium.

Primer Nazev primeru Sekvence (5'-3")
F1 SSU-F1 ATAGTC TCCGCT CTATTC
R1 SSU-R1 GGA AGG AAC GAT GTATCT
F2 SSU-F2 TCC GCT GTATTC TCAGCC
R2 SSU-R2 GCA GAG GAACCAGCATC
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Tabulka 3.4: Primery pro amplifikaci

Cryptosporidium parvum.

genu kodujiciho gp60 druhu

Primer Nazev primeru Sekvence (5'-3")
F1 gp60-F1 ATAGTC TCCGCT CTATTC
R1 gp60-R1 GGA AGG AAC GAT GTATCT
F2 gp60-F2 TCC GCT GTATTC TCAGCC
R2 gp60-R2 GCA GAG GAACCAGCATC

Tabulka 3.5: Sety primera pro amplifikaci genu kodujiciho gp60 druhu
Cryptosporidium ryanae.

Prslgger pljiar‘rfzru Sekvence (5'-3")
Ry-gp60-F1 GCT CGAGTT CTG AGT CGA

F1E2 Ry-gp60-R1 ATACCGTTAAAATGAAGGCCAA
Ry-gp60-F2 CCT CAG ATA ATG AGC AGT CTA
Ry-gp60-R2 GAT GGG ATA ACATAT CTATAACCAAA
Ry-gp60-F3 TCT ACC GTT CAG ACT GAA GCT

F3F4 Ry-gp60-R1 ATACCGTTAAAATGAAGGCCAA
Ry-gp60-F4 AGT TCT GAT TCA AGT AAC GGT GA
Ry-gp60-R2 GAT GGG ATA ACA TAT CTA TAA CCA AA
Ry-gp60-F3 TCT ACC GTT CAG ACT GAA GCT

FaFo Ry-gp60-R1 ATA CCG TTA AAA TGA AGG CCA A
Ry-gp60-F2 CCT CAG ATA ATG AGC AGT CTA
Ry-gp60-R2 GAT GGG ATA ACATAT CTATAACCAAA
Ry-gp60-F5 GTC GAC CTC AGG TAATGA GCA

F5EG Ry-gp60-R1 ATACCGTTAAAATGAAGGCCAA
Ry-gp60-F6 GTC TAG TTC TTC TGA TCA AGT TG
Ry-gp60-R2 GAT GGG ATA ACATAT CTATAA CCA AA
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Tabulka 3.6: Sety primert pro amplifikaci genu kodujiciho ITS rodu Eimeria.

Velikost
Druhy Primery Sekvence (5'-3") produktu
(bp)
Eimeria s E1 CTGCAATTCACAATGCGTATCGC 248545
Pp- E2 GCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCG
. . E3 ATAATTGCGATAAGGGAGACA
Eimeria bovis 238
E4 TCATAAAACATCACCTCCAA
Eirmeria uernii E5 CGATAAGGAGGAGGACAAC ”
E6 AACATGTTTCTACCCACTAC
Eimeria E7 GCTTCCAAACTAATGTTCTG 184
alabamensis* ES CATTCACACATTGTTCTTTCAG
Eimeria E9 GCAATGAGAGAAAGATTTAATA 005
auburnensis E10 TAAATTGGTGCGATGAGGGA
Eimeria E11l GGCTGCAATAAGATAGACATA 204
cylindrica E12 GACATTTAAAAAACCGATTGGT
Eimeria E13 ACTGCGATGAGAGAGAGCG 148
ellipsoidalis E14 CAACGTTTTTCCTTTTCCTATCA

* primery koduji DNA druhu Eimeria alabamensis a také druhu Eimeria subsherica

3.2.5 Elektroforéza na agarozovém gelu
Chemikalie:

e TAE pufr

e Agardza

e Ethidium-bromid

e 100 pb DNA Ladder

e Agarozu s TAE pufrem smichame v erlenmeyerové bance a vlozime do
mikrovinné trouby.

e Rozehtaty roztok schladime pod tekouci vodou.

e Piipipetujeme 1 pl ethidium bromidu a promichame.

e Obsah banky vylejeme do pifipravené formy s hiebenem.

e Nechame gel tuhnout ptiblizné 5-10 minut.

e Gel vlozime do elektroforetické vany naplnénou TAE pufrem.

e Do start napipetujeme ledder a vzorky.

e Vyvijime asi 1 hodinu pfi napéti 70 V.

e Vizualizaci provedeme na UV transiluminatoru.
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3.2.6 Extrakce z gelu

Extrakce byla realizovana pomoci komer¢niho kitu Gen Elute.

Postup:

Z gelu vytizneme fragment s DNA a vlozime do eppendorfky.
Pripipetujeme 500 pl Gel Solubilization Solution a nechame inkubovat 10
minut pii 50 °C (do rozpusteéni gelu).

Sestavime si Binding Column G a napipetujeme 500 pl Column
Preparation Solution a centrifugujeme 1 minutu/14000 g.

K vzorku pfipipetujeme 150 pl isopropanolu a promichame.

Veskery obsah vzorku piepipetujeme na Binding Column G a
centrifugujeme 1 minutu/14000 g.

Vylijeme obsah ze sbérné zkumavky.

Ptipipetujeme 700 ul Wash Solution G a centrifugujeme 1 minutu/14000
g.

Vylijeme obsah ze sbérné zkumavky a dame znovu centrifugovat na 1
minutu/14000 g.

Oto¢ime zkumavku Vv centrifuze o 180° a centrifugujeme 3 minuty/14000
g.

Binding Column G piendame do nové eppendorfky a provedeme eluci
napipetovanim 30 ul PCR vody ptedehraté na 65 °C.

Nechame inkubovat 1 minutu a poté centrifugujeme 1 minutu/14000 g.

3.2.7 Sekvenace vzorkua

DNA extrahovéna z gelu byla zaslana do firmy SEQme s.r.0. Vysledné sekvence byly

porovnany se sekvencemi v GenBank. Po zpracovani sekvenci byly pouzity programy
Chromas Pro a BioEdit.

3.2.8 Statisticka analyza

Statistické rozdily mezi seledovanymi faktory byly vypoéteny v programu Epi Info

(TM) 7.1.5.2. (for Disease Control and Prevention, USA). Pro stanoveni vyznamnosti

byl pouzit chi-kvadrat test rozdili spojitych proménnych. Pro uréeni rizikovosti

jednotlivych faktor bylo vypocteno odds ratio (OR).
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4 Vysledky

4.1 Technologie chovu
V tabulce 4.1 je uvedeno porovnani technologie chovu a odchovu telat ve sledovanych

chovech.

Tabulka 4.1: Porovnani technologie chovu a odchovu telat ve sledovanych chovech.

Technologie KlouZovice PorFin Chotc¢iny
Porod Ve skupiné 30 krav. Ve skupiné 6-8 krav. -
Meéieni IgG v mlezivu Neprovadi se. ANO -
Prvni napojeni Do 2 hodin. Do 2 hodin. -
mleziva
Pfemisténi do VIB Ihned po narozeni. Po 12 hodinach. -
Telata se umistuji Telata se umistuji Individualni ustaient ic
Umisténi VIB chronologicky do VIB.  nahodné do volnych o delen JZ J
Umoznén kontakt mezi  VIB. Umoznén kontakt 0zdeeho pouze
vy S ptickou.
zviraty. mez1 zviraty.
Dezinfekce VIB Neprovadi se. Neprovadi se. Neprovadi se.
Krmeni lfllecrvlou VVS ForstAgro VVS
krmnou nahrazkou
Vzdy po napojeni, . . . .
Myti kybli ditkladné horkou vodou Vyplachnuti horkou Vyplachnuti horkou
) , vodou. vodou.
a dezinfekci.
Telata pfed odstavem 2 mésice stafi. " fur
. . ., 2,5 mésice stari.
Odstav presunuta na farmu Snizovani mnozstvi Redéni MKN
Chot&iny. MKN. ede '
Pristylani slimou ve “ v Podle posouzeni Y 1v
VIB Kazdy den oSetfovateld. Kazdy den
Manlpulaccf se zv raty Tevlata pfed odstavem Mezi zvitata se chodi ~ Mezi zvifata se chodi
ve skupinovém pfesunuta na farmu . C 1
. I kazdy den. 3% tydné.
ustajeni Chotciny.

4.2 Mikroskopické vySetieni

Celkem bylo vysetieno 680 vzorku trusu od 40 zvifat ze dvou chovi s odlisnou
technologii a managementem odchovu. Mikroskopické vySetieni prokazalo
ptitomnost oocyst Cryptosporidium spp. a Eimeria spp. u 35 ze 40, respektive 40 ze
40 zvitat v obou chovech. Kombinaci flotacnich a barvicich metod byly oocysty
kryptosporidii detekovany u 17 telat ve 27 vzorcich v Klouzovicich a u 18 telat ve 25
vzorcich v Pofing, coz odpovidalo jednomu az tfem pozitivnim vzorkiim na jedno tele.
Oocysty eimerii byl detekovany pomoci flota¢nich metod a mikroskopické vysetieni

prokdzalo pfitomnost téchto paraziti u vSech vySetfovanych telat. Nicméné u telat
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z Klouzovic byly kokcidie detekovany pouze v 50 vzorcich trusu, zatimco u telat
z Pofina byli tito paraziti nalezeni ve 115 vzorcich. Pocet pozitivnich vzorku na tele se

pohybovalo od 1 do 9.

4.3 Délka infekce
Délka patentni periody C. parvum se pohybovala od jednoho do t¥i tydna (graf 4.1).
Na zéklad¢ zjisténych vysledkii mizeme konstatovat, Ze telata chovana na farmeé
Klouzovice méla prumérn¢ delsi patentni periodu nez telata na farmé v Pofiné (p
<0,05). Telata z farmy Klouzovice, u kterych byla patentni perioda delsi nez jeden
tyden, vylu¢ovala oocysty C. parvum v pruméru o Y4 tydne déle nez obdobna skupina
telat na farmé v Pofiné (p <0,05; graf 4.1).

Na farmé v Klouzovicich byla zjisténa kumulativni prevalence C. parvum 80 %
a na farmé v Pofiné€ 90 %. Statisticka analyza neprokazala rozdil v promoftenosti telat

na obou sledovanych farmach (x?=0,78; d.f.=1; p>0,05).

Graf 4.1: Délka patentni periody infekce zptisobené Cryptosporidium parvum u telat
na sledovanvych farmach.
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4.4 Genotypizace kryptosporidii

Vsechny vzorky pozitivni na pfitomnost kryptosporidii byly molekularné
genotypizovany. Analyza sekvenci kodujicich malou podjednotku rRNA s naslednymi
analyzami prokazala pifitomnost dvou druhli kryptosporidii, a to C. parvum a C.

ryanae. Subtypizace na genu kodujicim 60 kDa glykoprotein prokazala v ramci druhu
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C. parvum ptitomnost dvou alelickych subtypovych rodin a jedné rodiny v ramci C.
ryanae. Vsechna telata na farmé Klouzovice byla infikovana vyhradné druhem C.
parvum subtypem 11aA13G1R1, zatimco u telat na farm¢ v Pofiné byl detekovan
subtyp 11aA17G1R1. Na farmé Chotciny, kam byla pfemisténa telata z obou
predchozich farem byla u dvou zvitat ve staii 9 a 11 tydnt detekovana ptitomnost
druhu C. ryanae subtypu XXIlc. Zvitata pozitivni na C. ryanae pochazela kazdé po
jednom z farmy Pofin, respektive Klouzovice. Nicméné infekce se vyskytla az po

spojeni vSech zvifat na farmé Chotciny.

4.5 Genotypizace eimerii

Obdobné¢ jako v piipadé kryptosporidii, vSechny vzorky mikroskopicky pozitivni na
oocysty Eimeria spp. byly genotypovany. Sekvenac¢nimi analyzami a druhové
specifickymi PCR byla prokazana pfitomnost Sesti druh kokcidii rodu Eimeria.
Nejcastéji byla detekovana E. zuernii (33 %), dale pak E. cylindrica (31 %), E.
elipsoidalis (16 %), E. bovis (16 %), E. auburnensis (3 %) a E. subsferica (1 %; graf
4.2).

Graf 4.2: Druhové sloZeni Eimeria spp. vyskytujicich se u sledovanych telat.
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4.6 Vliv véku na piitomnost Cryptosporidium parvum

Oocysty kryptosporidii byly na obou sledovanych farméach poprvé zaznamenany u
telat ve veku jednoho tydne. Nejcastéji byla infekce C. parvum zjisténa u zvifat ve stari
jednoho tydne, a to v KlouZovicich u 55 % zvitat a v Pofiné€ u 60 % zvitat. Rozdil mezi
farmami nebyl statisticky vyznamny (x*=0,102; d.f.=1; p>0,05). Taktéz ptirtistek nové

nakazenych telat v dalSich tydnech se mezi farmami vyrazné nelisil (graf 4.3).

Graf 4.3: Vek telat pti prvnim vyskytu infekce Cryptosporidium parvum na
sledovanych farméch.
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Byly zjistény vyznamné rozdily v intenzité¢ infekce zpiisobené druhem C.
parvum v jednotlivych chovech (graf 4.4). Téméf polovina zvifat chovanych na farmé
v Pofiné méla kryptosporidiovou infekci se slabou infekci s ojedinélym vyskytem
oocyst kryptosporidii ve vySetfovaném vzorku, zatimco stejna intenzita infekce byla
zjisténa jen u 20 % telat v Klouzovicich. Také byl vyrazny rozdil v podilu masivnich
(++++) a silnych (+++) intenzitach infekce. Zatimco v Pofing tvotily tyto infekce 26
% vSech detekovanych infekci, v KlouZovicich byl tento podil 40 % (graf 4.4). Rozdil
mezi chovy byl statisticky vyznamny (y* =17,47; d.f.=1; p<0,001). U obou zvifat

pozitivnich na ptitomnost C. ryanae byla zaznamenan slaba intenzita infekce.
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Graf 4.4: Intenzita infekce Cryptosporidium parvum ve sledovanych chovech. Slaba

infekce (+), stfedn¢ silna infekce (++), silna infekce (+++) a masivni infekce (++++).

24% =
Y .+ ++
— +++ ++++
16% KlouZovice
26%

40%

4.7 Vliv véku na piitomnost Eimeria spp.
Oocysty eimerii byly poprvé zjistény u dvou telat ve staii étyt tydn v Pofiné
(graf 4.5). U telat umisténych na farmé Klouzovice nebyl az do jejich odstavu a
nasledného prevedeni na farmu v Chot¢inach zaznamenam zadny pozitivni vzorek na
ptfitomnost oocyst eimerii. U zvifat z farmy v Pofiné byl zaznamenan postupny
vzestupny trend v procentu nakazenych zvifat od c&tvrtého tydne stafi telat.
Stoprocentni promotenost sledované skupiny byla zjisténa 13. tyden stafi telat. U telat
z farmy Klouzovice byla prvni mikroskopicky detekovatelna infekce Eimeria spp.
pozorovana u zvifat ve stafi deviti tydnd, tedy 4-5 tydni po pfemisténi z farmy
Klouzovice na farmu Chot¢iny. U téchto telat byl pozorovan obdobny trend.
Statisticka analyza prokazala, ze telata pochazejici z Klouzovic byla méné Casto
infikovana eimeriemi nez telata z Poiina (x> =33,81; d.f.=1; p<0,05). Z vysledki
vyplyva, Zze na farm¢ Pofin jsou telata infikovana eimeriemi kratce po narozeni a
dochazi Kk sifeni infekce v chovu. Naopak u telat v Klouzovicich nedochazi k rozvoji
eimeriovych infekci a zvitata se nakazila az po umisténi do spole¢ného odchovu na

farmé v Chotc¢inach (graf 4.5).
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U telat pochazejicich z obou farem byla v 16. tydnu stafi zjisténa 100%

kumulativni prevalence (graf 4.5).

Graf 4.5: Kumulativni prevalence Eimeria spp. ve sledovaném obdobi na

sledovanvch farmach.
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Podil jednotlivych druhidl eimerii u telat pochazejicich ze sledovanych farem se
¢astecné lisil. Vysledky analyz ukazaly, ze E. zuernii a E. cylindrica byly na obou
farmach dominantnimi druhy (tabulka 4.2). Zatimco telata z Klouzovic byla v 70 %
infikovana druhem E. elipsoidalis, u telat z Pofina byla tato eimerie detekovana pouze
v 15 % vzorkil. V piipadé E. bovis byl podil na eimeriovych infekcich opaény. Castéjsi
vyskyt této eimerie byl detekovan u zvifat z chovu Pofin oproti zvifatim z Klouzovic

(tabulka 4.2).

Tabulka 4.2: Podil jednotlivych druhti rodu Eimeria na infekcich telat pochazejicich
z farmy Pofin a Klouzovice.

Eimeria spp. Pof¥in KlouZovice
E. zuernii 80 % 95 %
E. cylindrica 80 % 90 %
E. elipsoidalis 15 % 70 %
E. bovis 65 % 20 %
E. auburnensis 10 % 5%
E. subsferica 5% 0%
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Pouze u tfech zvifat byly zji$tény eimeriové monoinfekce zptuisobené E. zuernii,
nebo E. cylindrica. V ostatnich pfidech byly detekovany smiSené infekce, kdy
nejcastéjsi kombinaci byla koinfekce E. zuernii, E. cylindrica a E. ellipsoidalis u telat

z Klouzovic a E. zuernii, E. cylindrica a E. bovis u telat z Potina (graf 4.6).

Graf 4.6: Druhové zastoupeni druhti rodu Eimeria ve smisenych infekcich u telat ze
sledovanych farem.
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Vysledy molekularnich analyzy ukazaly, ze zvifata pochazejici z farmy v Pofiné

V grafu 4.7 je uveden podil jednotlivych intenzit infekce eimeriovych infekci u
telat ze sledovanych chovu. Podil slabych (+) a stfedné silnych (++) infekci byl 62 a
74 % u telat z Klouzovic, respektive z Pofina (x?=3,309; d.f.=1; p>0,05). Nebyl zjistén
rozdil v podilu masivnich infekci (++++) u telat z Pofina a Klouzovic (y* =0,116;

d.f.=1; p>0,05; graf 4.7).
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Graf 4.7: Intenzita infekce Eimeria spp. ve sledovanych chovech. Slaba infekce (+),

stiedné silna infekce (++), silnd infekce (+++) a masivni infekce (++++).
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4.8 VIliv sledovanych paraziti na vyskyt prijmovych onemocnéni

U sledovanych telat se vyskytovaly prujmy v 69 piipadech odebranych vzorkd.
Prijmova onemocnéni u telat pochéazejicich z farmy v Klouzovicich byla pfitomna po
celou sledovanou dobu. Od prvniho tydne stati az do 16. tydne stafi telat se prijmy
vyskytovaly u 5-15 % sledovanych zvitat (graf 4.8). Vyskyt prijmovych onemocnéni
neni shodny s nastupem parazitarnich infekci (graf 4.8) a jejich pficina bude jiného
puvodu.

V piipad¢ farmy Pofin se prijmové onemocnéni vyskytovalo u 35 % zvifat
starych jeden tyden (graf 4.9). Prijmy se znovu objevily v 5-7 tydnech stafi a mély
rostouci trend az do 12. tydne stafi telat, kde se op€t dosahlo hranice 35 % zvitat. Poté
Cetnost prijmi klesala (graf 4.9). Vyskyt prijmovych onemocnéni je shodny
s nastupem infekce, prvni tyden s ptitomnosti C. parvum a od patého tydne kopiruje
nastup infekci Eimeria spp. (graf 4.9). Prijmova onemocnéni na farmé Pofin jsou
spojena s parazitarni infekci eimerii.

Statisticky vyznamny je ve vyskytu prijmi u telat starych jeden a 12 tydni (i
=10,666; d.f.=1; p<0,05). Pokud vezmeme v uvahu celkovy pocet zvifat trpici
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prijmovym onemocnénim, vysledek neni statisticky vyznamny (x* =0,458; d.f.=1;
p>0,05).

Graf 4.8: Procento prijmovych zvirat ve sledovaném obdobi na farmé Klouzovice.
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Graf 4.9: Procento prijmovych zvifat ve sledovaném obdobi na farmé Pofin.
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Ve dvou pfipadech ptitomnosti C. ryanae trpélo prijmem pouze jedno tele
pochazejici z farmy Pofin. Jen jeden prijmovy vzorek s ptimési krve pochazel od
telete v Klouzovicich, které bylo jeden tyden staré a byla u n¢j potvrzena masivni
infekce C. parvum. U zvitat pochazejicich z KlouZovic, které se nakazily eimeriemi

az ve spolecném teletniku v Chot¢inach, nebyly detekovany zadné krvavé prijmy,
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zatimco u telat z Pofina byl zaznamenan vyskyt dvou ptipadi krvavych prajmu
(obrazek 4.1). Telata byla stara 10 a 11 tydna a byla u nich detekovana infekce E.
bovis, E. bovis a E. cylindrica.

Obrazek 4.1: Vzorek trusu odebrany pii klinické kokcididze od telete starého 11
tydnt (vlastni obrazek).

Byl detekovan statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu prijmu u telat ve stari 8—12
tydnd. Zatimco u telat z Klouzovic se procento priajmujicich telat pohybovalo od 5-15
% a nebyl zjistén zadny vyznamny trend, u zvifat v Pofin¢ byl zaznamenan vyrazny
vzestup po¢tu prijmujicich telat z 10 % na 35 % (x>=10,5882; d.f.=1; p<0,001). Byla
vypoc¢tena mira relativniho rizika vyskytu eimeriovych infekci v chovu Pofin u telat

ve véku 8—12 tydnli (OR = 1,6452).
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5 Diskuse

Kryptosporidiové a eimeriové infekce patfi mezi nejCast&jsi pfi€iny parazitarnich
onemocnéni mlé¢nych telat po celém svété (Lassen et al., 2009; Santin et al., 2004;
Sawitri et al., 2020; Thompson et al., 2003). Skot je pfirozen¢ vnimavy K infekei Ctyf
druht kryptosporidii, C. parvum, C. bovis, C. ryanae a C. andersoni (Deksne et al.,
2022; Kvac et al., 2011; Wang et al., 2017; Yang et al., 2020). Vyskyt jednotlivych
druhti kryptosporidii ve stddé je ovlivnén vékem zvifat a technologii chovu (Aberg et
al., 2020; Deksne et al., 2022; Lee et al., 2021). Druh C. parvum se vyskytuje pievazné
u telat do tii mésicti v€ku, coz je v souladu s vysledky zjisténymi v této praci (Fayer
et al., 2008; Santin et al., 2004; Thompson et al., 2003; Wu et al., 2020). Ostatni druhy
Kryptosporidii jsou u telat, respektive u mladého skotu detekovany az v pozdéj$im
obdobi (Aberg et al., 2020; Kva¢ et al. 2006; Mohammed et al., 1999; Santin et al.,
2008; Trotz-Williams et al., 2007). V nasem sledovani jsme detekovali pfitomnost
C. ryanae ve staii 9—11 tydnii véku, coz odpovida dfive publikovanym tidajim (Aberg
etal., 2019).

Vyskyt kryptosporidii v chovech skotu je ovlivnén fadou faktor, zejména
krmenim mlezivem a mlécnou krmnou néhrazkou, frekvenci podestylani, vymeénou
podestylky po odstavu nebo pouzitim dezinfekénich prostiedktt (Aberg et al., 2020;
Kvac¢ et al. 2006; Mohammed et al., 1999; Santin et al., 2008; Trotz-Williams et al.,
2007). Dalsim faktorem je frekvence teleni (Kvac et al., 2006). Zatimco v chovech
krav bez trzni produkce mléka, kde je teleni soustiedéno do nékolika mésict v roce, je
vyskyt C. parvum u telat relativné nizky a parazit se v chovech vyskytuje ojedinéle, u
telat dojenych plemen, kdy je teleni rozlozeno do celého roku, je vyskyt C. parvum
velmi ¢asty (Kvac et al., 2006). Na nami sledovanych farmach jsme detekovali vyskyt
C. parvum u zvitat jiz od sedmého dne po narozeni, coz neni neobvyklé a odpovida to
diive uvadénym vysledkim (de Graaf et al., 1999; Hoque et al., 2022). Detekce
infekce C. parvum u sedmidennich zvifat ukazuje na skute¢nost, ze zvirata musela byt
infikovéana do tf dnl po oteleni, protoZe vyvojovy cyklus C. parvum trva u telat okolo
4-5 dna (de Graaf et al., 1999, Fayer et Xiao, 2007). Takto rychly nastup infekce
ukazuje na ptezivani oocyst C. parvum ve vnéjsim prostiedi farmy a na nedostate¢nou
hygienu prostiedi. Oocysty C. parvum jsou velmi odolné vici nepfiznivym
podminkam prostiedi a odolavaji béznym dezinfekénim prostiedktim (Barbee et al.,

1999; King et Monis, 2007; Murphy et Arrowood, 2020). Na zaklad¢ Setieni
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provedeném na obou farmach bylo zjisténo, ze nejsou pouzivany zadné dezinfekéni
postupy, které by cilily na devitalizaci oocyst kryptosporidii. Nepouzivani dezinfekce
350% zvySuje pravdépodobnost infekce telat (Mohammed et al., 1999). Dalsim
moznym zdrojem infekce telat je horizontalni prenos infekce z matky na tele. Sturdee
et al. (2003) uvad¢ji, ze piiblizné 3,5 % dospélych zvifat mize byt infikovano C.
parvum a piedstavovat tak zdroj infekce pro narozend mlad’ata. K obdobnym zavértim
dospély i dalsi studie (Lee et al., 2021; Santin et al., 2008). Nicmén¢ statisticka analyza
neprokazala rozdil ve stafi nastupu infekce mezi chovem, kde byla telata premisténa
do VIB ihned po porodu a chovem, kde telata stravila s matkou cca 12 hodin.

V nékolika studiich byl prokazan vliv hyperimunniho kolostra na mirnéjsi prib&h
kryptosporidiozy (Graczyk et al., 1998; Graczyk et al., 2000; Hoskins et al., 1991).
Vysledky nasich vySetfeni ukazaly, ze v chovu Pofin, kde byla telata napajena
mlezivem s odpovidajici koncentraci imunoglobulinti (22°Bx a vice) méla statisticky
vyznamné niz§i procento silnych a masivnich infekci nez v Klouzovicich, kde
takovato uprava nebyla provadéna. Naopak studie provedena Derbakova et al. (2020),
vliv zvySeného mnozstvi IgG protilatek v mlezivu na procento infikovanych zvifat
druhem C. parvum nepotvrdila. Rozdily mezi vySe uvedenymi studiemi spociva
Vv ptitomnosti specifickych protilatek proti kryptosporidiim, které byly piitomny
v mlezivu po imunizaci krav antigenem C. parvum (Fayer et al., 1991; Perryman et al.,
1999). Dalsi rozdily v technologii a zptisobu odchovu telat na obou sledovanych
farmach byly vyhodnoceny jako neprikazné spfimym vlivem na vyskyt
kryptosporidiovych infekci zptsobenych C. parvum.

Celkova kumulativni prevalence C. parvum v obou sledovanych chovech piesahla
hodnotu 85 %. Obdobné vysledky byly zjistény i Vv dalSich studiich po celém svété
(Ruest et al., 1998; Santin et al., 2008; Xiao et Herd, 1994). Zjisténé vysledky jsou
v souladu s vysokou prevalenci dosahujici 80-100 % zjisténou v riznych chovech
mléénych telat po celém svété (Trotz-Williams et al., 2007; O’Handley et al., 1999).
Naopak Lee et al., 2021 a dalsi uvadéji prevalenci infekce C. parvum u telat v rozmezi
15-60 % (Olson et al., 1997a,b; Trotz-Williams et al., 2005; Wu et al., 2020). Rozdily
mezi studiemi mohou byt zptisobeny celou fadou faktord. Pokud pomineme faktory
metodické — zpusob detekce kryptosporidii v trusu telat (Shah et Ramasamy, 2022),
tak rozdily budou zpusobeny pravé odlisSnymi technologiemi a zpisobem chovu.

Genotypizace C. parvum na trovni subtypt prokazala ptitomnost dvou odlisnych

subtypu alelické rodiny Ila genu kodujictho 60 kDa glykoprotein. Telata
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v Klouzovicich byla infikovana vyhradné subtypem [1aA13G1R1, zatimco v Pofiné
byl detekovan subtyp 11aA17G1R1. Rozsifeni subtypu [1aA13G1R1 je celosvétove
pomérné ojedinélé. Podle dosavadnich molekuldrné-epidemiologickych studii byl
tento subtyp detekovan pouze u telat ve Spanélsku (Diaz et al., 2010). Také subtyp
[1aA17G1R1 neni pfili§ rozsiten a dosud byl detekovan po jedné studii ve Slovinsku
(Soba et Logar, 2008) a v Mad’arsku (Plutzer et Karanis, 2007). Podle studie Kvag et
al. (2011), jsou nejcastéjsimi subtypy C. parvum v Ceské republice subtyp
[1aA16G1R1 a 11aA15G2R1. Posledné¢ zminény subtyp je soucasné nejCastéji se
vyskytujici variantou po celém svéte (Hoque et al., 2022; Xiao, 2010; Yasur-Landau
etal., 2021).

Podle studie Yang et al., (2020) je u mlécného skotu XXla dominantni
podtypovou rodinou C. ryanae a rodiny XXIc a XXIh byly zjistény pouze u jaki a
masného dobytka. To je v rozporu s genotypem zjisténym v této praci, protoze zde
byla subtypova rodina XXlc zjiSténa u telat mlécného skotu. Nicméné je tieba
poznamenat, ze subtypizace druhu C. ryanae neni piili§ Casta a dosud méame
k dispozici jen omezené mnozstvi vysledkl. Je tedy pravdépodobné, Ze rozsiteni
dalsich subtypt C. ryanae je Castéjsi, stejné tak, jak tomu bylo v ptipad¢ subtypi C.
ubiquitum (Kellnerova et al., 2017; Kotkova et al., 2016; Li et al., 2014; Trogu et al.,
2021).

Kokcidioza skotu je vyznamné protozoarni onemocnéni na celém svété zpiisobené
druhy rodu Eimeria, ktera kazdoro¢né zpuisobuje vyznamné ekonomické ztraty v
chovech skotu (Daugschies et Najdrowski, 2005; Nalbantoglu et al., 2008; Ola-
Fadunsin et al., 2020). Na rozdil od kryptosporidovych infekci se eimeriové objevuji
nejcastéji u starSich telat, coz jsme potvrdili i v této praci (Chandra Deb et al., 2022).

Celkova prevalence Eimeria spp. ve sledovanych chovech byla 100 %. Obdobné
vysokou prevalenci 96,2 % zjistili Enemark et al., (2013) v Dansku. Dalsi studie
uvadéji podobné vysoké promoteni stad skotu (Bangoura et al., 2011; Bangoura et al.,
2012; Barburas et al., 2022; Ekawasti et al. 2021; Koutny et al., 2012).

Dosud bylo popsano vice nez 20 druhti rodu Eimeria, které infikuji skot po celém
svété. Mezi dominantni druhy patii E. bovis, E. ellipsoidalis, E. zuernii a E.
auburnensis (Enemark et al., 2013; Chandra Deb et al., 2022; Koutny et al., 2012;
Melo et al., 2022; Saravia et al., 2021). Vysledky nasi prace se S vySe uvedenymi udaji
shoduji jen c¢aste¢né. Ve shodé s publikovanymi pracemi jsme detekovali jako

dominantni druhy E. bovis, E. elipsodalis a E. zurnii. V nasi praci jsme jako druhou
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nejcastéjsi eimerii detekovali E. cylindrica, kterd je povazovana za druh minoritni.
Zatimco vice nez 30 % infekci bylo zpisobeno touto eimerii, Melo et al., 2022 uvadi
pouze 0,76 % infekci s E. cylindrica, Lassen et al. (2009) detekovali pouze 2 % této
kokcidie, Ola-Fadunsin et al. (2020) zjistili vyskyt E. cylindrica u 8 % infekci, Saravia
et al. (2021) nedekovali zadny ptipad infekce touto eimerii. V souladu s nasimi
vysledky jsou naopak zjisténi Enemark et al., (2013), kteti detekovali E. cylindrica ve
23 % ptipadu.

Za pozornost stoji rozdilné druhové zastoupeni jednotlivych druhii eimerii u telat
pochazejicich z riznych chovi. Téméf vSechna zvifata z farmy Pofin byla dominantné
parazitovana E. bovis, E. zurnii a E. cylindrica. Tyto eimerie byly spolu se zvitaty
preneseny na farmu Chot¢iny. Telata z farmy Klouzovice byla infikovdna az po
ptevedeni na farmu Chotciny, nicméné tato zvifata byla dominantné parazitovana
druhy, E. zurnii, E. cylindrica a E. elipsoidalis. Vyskyt E. bovis u telat z Klouzovic
byl ojediné€ly. V literatuie jsme nedohledali Zadné¢ védecky podlozené vysvétleni
v druhovém zastoupeni eimerii u riznych skupin zvitat. Absenci E. bovis u vétSiny
telat z Klouzovic nelze vysvétlit vékovou specifitou E. bovis, nebot’ tento druh se
bézné vyskytuje u vSech vékovych kategorii skotu (Bangoura et al., 2012; Fayer et al.,
2000b; Pyziel et al., 2019).

Vysledky prace ukazaly, Zze vyskyt prijmovych onemocnéni, vCetné krvavych
prijmu, je spojeny s vyskytem eimeriovych infekci. Nicméné byl pozorovan rozdil
mezi chovy. Prvni vyskyt oocyst eimerii v trusu telat na farmé v Pofiné byl
zaznamenan u jedincl ve staii ¢tyf tydnt. S ohledem na délku vyvojového cyklu
kokcidif skotu, ktery se pohybuje v rozmezi od 8 do 18 dnii (Mundt et al., 2005; Cerna,
1983), je zfejmé, Ze zvifata byla nakazena jiz v prvnich dvou tydnech stati. Zdroj
infekce pro tyto zvirata predstavuji pravdépodobné jejich matky, se kterymi telata
zlstavaji po dobu az 12 hodin po porodu. Kontakt novorozeného telete
s kontaminovanou podestylkou na porodné tak ptedstavuje vyrazné riziko infekce
(Klein-Jobstl et al., 2014). Naopak u telat v Klouzovicich nebyly detekovany zadné
eimeriové infekce az do doby piesunu na farmu Chot¢iny. Prvni vyskyt oocyst u téchto
zvitat byl v devatém tydnu stafi, tedy pet tydnti po presunu, coz dokazuje vliv zpiisobu
odchovu telat na vyskyt eimeriovych infekei.

Vyskyt jednotlivych intenzit infekci napii¢ vySetfovanymi vékovymi kategoriemi

telat v této studii odpovidal adajim publikovanymi Enemark et al., (2013). Slabé a
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stfedni infekce se v nasi studii vyskytovaly u 68 % zvifat, coz je v souladu se 71 %
uvadénymi vyse zminénymi autory.

Byly zjistény vyznamné rozdily ve vyskytu prijma u telat ve stati 8—12 tydnti. U
zvitat v Pofin€ byl zaznamenan vyrazny vzestup poctu prijmujicich telat (z 10 % na
35%). Na zakladé¢ ziskanych dat se domnivame, Ze pfi¢innou je kombinace
eimeriovych infekci a nevhodného ustajeni, zejména v obdobi destd. Waruiru et al.

(2000) uvadi, ze destivé pocasi zvysuje pravdépodobnost eimeriovych infekci.
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Zavéry a doporuceni

Prokazali jsme vyskyt kryptosporidii, zejména C. parvum, v obou sledovanych
chovech (v Klouzovicich i v Pofing). Byly zjistény nedostatky ve zptisobu odchovu
telat (absence dezinfekce, nesystémové umisténi zvifat do volnych VIB), které
predstavuji zvysené riziko Sifeni kryptosporidiovych infekci. Z hlediska prevence
vyskytu kryptosporididiovcyh infekei doporucujeme dikladnou mechanickou o¢istu
VIB po vyskladnéni telete s naslednou dezinfekci VIB a plochy kde VIB byla
umisténa.

Nap4jeni kvalitnim mlezivem s vysS§im obsahem imunoglobulinii vedlo ke snizeni
intenzity infekce zplsobené C. parvum, nicméné nezabranilo jejimu vzniku.
Z uvedeného plyne, ze kontrola kvality mleziva je nezbytnd a neméla by byt
opomijena.

Bylo zjisténo, Ze s prodluzujici se dobou pobytu telete v prostfedi porodny a
umistovani nové narozenych zvifat do kontaktu se starsimi telaty vedlo k zvysenému
riziku infekce eimeriemi jiz vraném stafi telat. Doporucujeme bezprostiedni
prevedeni telat do VIB ihned po porodu. Idealné mimo skupinu telat, u které je riziko
vyskytu infekci Eimeria spp.

Nevyhovujici technologie spole¢ného odchovu telat v Pofiné po odstavu vede
k zvySené pravdépodobnosti vyskytu prijmu, pravdépodobné spojenych s infekci
Eimeria spp. Doporu¢ujeme zménit odchov telat po odstavu a zlep$it zoohygienu
ustajeni. Nicméné bez aplikace piedchozich doporuceni nebude mit tato zména

pozadovany efekt.
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BVD
gDNA
gp60

1gG

ITS

PCR

SSU rRNA
VIB

bovinni virova diarrhoea
genomova DNA

60 kDa glykoproteinu
imunoglobulin G

vnitini transkribovany mezernik
polymeréazova fetézova reakce
maléa podjednotka rRNA

venkovni individudlni boxy
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