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Neospora caninum a Toxoplasma gondii jsou podobné kokcidie,
kter¢ mohou zpusobit fatdlni infekci u psi. Pro psy je
vyznamngj$im parazitem N. caninum, nicméné je nutné zabyvat se
obéma parazity, jelikoz kocky jako definitivni hostitelé T. gondii
vylucuji oocysty do vnéjsiho prostiedi a psi se s oblibou vali v
kocicich vykalech. Psi tak mohou fungovat jako mechanicky vektor
pro pienos infekce na lidi ¢i dalsi zvifata. Cilem prace bylo
detekovat protilatky proti N. caninum a T. gondii u loveckych psi z
Italie a stanovit rizikové faktory této infekce. VVzorky krve byly
odebrany 398 loveckym psiim pochézejicim ze 76 obci dvou
provincii Salerno a Avellino v jizni Italii. Protilatky proti N.
caninum a T. gondii byly pomoci neptimého imunofluorescen¢niho
testu (IFAT, cut-off titr 1:50) zjistény u 59 (14,8 %) a 94 (23,6 %)
psu, respektive. Protilatky proti obéma parazitim mélo 25 (26,3 %)
psti. Vysledky sérologického vySetfeni byly statisticky
vyhodnoceny v zavislosti na pohlavi, véku a jinych rizikovych
faktorech pomoci chi-kvadrat testu (P < 0,05). Vyssi prevalence N.
caninum protilatek byla zjisténa u fenek (17,5 %) ve srovnani se
psy (12,9 %). Prevalence N. caninum protilatek byla v rozmezi
10,1 % - 19,6 % v ruznych vékovych kategoriich, 6,7 % - 29,4 % u
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ruznych plemen, 9,1 % - 15,6 % u raznych velikosti psi, 11,7 % -
20 % u pst v zavislosti na velikosti smecky a druhu lovené zvéte (0

% - 25 %). Vyssi prevalence T. gondii byla zjisténa u pst (26,3 %)

vvvvvv

cey

ve srovnani se psy Zzijicimi na venkové (23 %). Prevalence T.
gondii protilatek byla v rozmezi 15,9 % - 33,3 % u ruznych
veékovych kategorii, 13,3 % - 28,6 % u riznych plemen a 18,2 % -
24,4 % u razné velikosti psi. Rozdil v prevalenci T. gondii byl
zjistén ve skupindch pst v zavislosti na velikosti smecky (15,2 % -
27,9 %) 1 na druhu lovené zvéte (0 % - 45 %). Kontakt s ostatnimi
zvitaty nemél zadny vliv na prevalenci. V piipad¢ psi pozitivnich
na protilatky N.caninum a T. gondii, byly klinické pfiznaky
zjistény u 6 (10,2 %) a 10 (10,6 %) psi. Na zakladé modelu
logistické regrese, nebyla zjiSténa zavislost pozitivnich vysledkt
serologického vysetieni a testovanych rizikovych faktori (hodnoty
byly statisticky nevyznamné). Tato studie se jako prvni v Evropé
zamétuje na seroprevalenci T. gondii u loveckych pst, v ptipadé N.
caninum byl pouzit vétsi pocet vzorkl s porovnanim s pifedchozimi
studiemi.

Neosporoza, toxoplazmoza, sérologické vysSetieni, protilatky,

prevalence, rizikové faktory
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Neospora caninum and Toxoplasma gondii are similar
coccidia, which can cause fatal infection in dogs.
N. caninum is more important parasite for dogs, however, it
is necessary to deal with both parasites, since cats as
definitive hosts of T. gondii sheds oocysts in the
environment and the dogs like to roll down in cat feces.
Dogs can act as a mechanical vector to transmit infection to
humans or other animals. The aim of this study was to
detect antibodies against N. caninum and T. gondii in
hunting dogs from Italy and to identify risk factors for this
infection. Blood samples were taken from 398 hunting dogs
originating from the 76 municipalities of two provinces
Salerno and Avellino in southern Italy. Antibodies against
N. caninum and T. gondii were detected by indirect
immunofluorescence test (IFAT, the cut-off titer of 1:50) in
59 (14.8%) and 94 (23.6%) dogs, respectively. Antibodies
against both the parasites were detected in 25 (26.3%)
dogs. The results of serological examinations were
statistically analyzed according to sex, age and other risk
factors using the chi-square test (P < 0.05). The higher
prevalence of N. caninum antibodies was found in females

(17.5%) compared to male (12.9%). The prevalence of
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N. caninum antibodies was between 10.1% - 19.6% in
different age categories, 6.7% - 29.4% in different breeds,
9.1% - 15.6% for different sizes of dogs, 11.7% - 20% for
dogs, depending on the size and type of the pack hunted
animals (0% - 25%). Higher prevalence of T. gondii was
detected in males (26.3%) compared to females (19.9%)
and dogs who live in the city (66.7%) compared to dogs
who live in rural areas (23%). The prevalence of T. gondii
antibodies were in the range of 15.9% - 33.3% for different
ages, 13.3% - 28.6% in different breeds and 18.2% - 24.4%
in dogs of different size. Difference in prevalence of
T. gondii was detected in groups of dogs depending on the
size of pack (15.2% - 27.9%) and the type of hunted
animals (0% - 45%). Contact with other animals had no
effect on prevalence. Dogs who were positive for
antibodies against N. caninum and T. gondii have clinical
signs observed in 6 (10.2%) and 10 (10.6%) dogs. Based on
the logistic regression model, no correlation was found
between positive samples and risk factors (values were
statistically insignificant). This study is the first in Europe
that focus on seroprevalence of T. gondii in hunting dogs;
in the case of N. caninum, greater number of samples were
used in comparison with previous studies.

Neosporosis, toxoplasmosis, serological examination,
antibodies, prevalence, risk factors
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3. prakticka cast

1.UVOD

Kokecidie psti byly diive zafazeny do rodu Isospora, nyni jsou fazeny do odlisnych rodu:
Neospora a Toxoplasma (Dubey 2009). Neospora caninum a Toxoplasma gondii jsou
podobné kokcidie, které mohou zpisobit fatalni infekci u psu (Dubey et al. 1988); jedna se o
intracelularni obligatni parazity (Levine 1973).

T. gondii je stfevni kokcidie ko¢ek s riznymi druhy mezihostiteld (Dubey and Beattie
1988; Dubey and Lappin in: Greene CE 2006; Dubey 2009); jedna se o zoondzu. Na rozdil od
jinych parazitickych kokcidii se muze pienaSet fekalné-oralni cestou, transplacentarné,
piipadné u lidi i transfuzi tekutin nebo transplantaci organt (Dubey 2004).

N. caninum se pod svételnym mikroskopem morfologicky podoba T. gondii (Dubey et al.
1988; Dubey and Lindsay 1996; Dubey et al. 2002) a proto do roku 1988 byl parazit
N. caninum mylné¢ oznacovan jako T. gondii (Dubey et al. 1988). Prvni popis infekce
zpusobené N. caninum byl zaznamenan u psi vV Norsku v roce 1984 (Bjerkas et al. 1984).
V roce 1988 byl popsan jako novy rod a druh Neospora caninum (Dubey et al. 1988).
Neosporoza je zavazné onemocnéni skotu a psi po celém svété. Domaci pes (Canis
familiaris), kojot (Canis latrans), pes dingo (Canis lupus dingo), vlk (Canis lupus) a liska
(Vulpes vulpes) jsou definitivnimi hostiteli N. caninum (McAllister et al. 1998; Gondium et al.
2004; Dubey et al. 2007; Jessica et al. 2010; Dubey et al. 2011). Pro psy je vyznamnéj$im
parazitem N. caninum, nicméné je nutné zabyvat se obéma parazity, jelikoz kocky jako
definitivni hostitelé T. gondii vylu€uji oocysty do vné&jsiho prostiedi a psi se s oblibou vali
v koci¢im trusu. Psi tak mohou fungovat jako mechanicky vektor pro ptenos infekce na lidi ¢i
dalsi zvifata. V ptipadé N. caninum byl zaznamenan intrauterinni pfenos infekce po sobé
jdoucich vrzich (Dubey et al. 2009). Neospor6za na rozdil od toxoplazmoézy neni zoondza,

nicméné U lidi byly detekovany protilatky proti N. caninum (Dubey et al. 2007).

V Italii existuje nckolik serologickych studii u pst s prevalenci protilatek proti
N. caninum 9,1 % - 20,9 % (Cringoli et al. 2002; Capelli et al. 2004; Paradies et al. 2007).

Vétsinou se ale jednalo o riznorodé skupiny psti s malym poctem vysetienych vzorkd.

Cilem prace bylo detekovat protilatky proti Neospora caninum a Toxoplasma gondii u
loveckych pst z jizni Italie a stanovit rizikové faktory (pohlavi, vék, velikost psi a psi
smecky atd.) této infekce. Vysledky budou statisticky zpracovany a porovnany s vysledky
z jinych podobnych studii.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Zivotni cyklus Neospora caninum

Neospora caninum ma Siroké spektrum hostiteld. Zivotni cyklus je tvofen tfemi
infekénimi stadii: tachyzoity, bradyzoity uvniti tkanovych cyst a sporozoity uvnité oocyst
(Obr. 1).

Tachyzoiti (typicti pro akutni fazi) a tkanové cysty (typické pro chronickou fazi) jsou
zjiStovani intracelularné v krvi ¢i tkanich mezihostitela (Dubey et al. 2002). Tachyzoiti maji
ovalny, polomésicity nebo kulaty tvar a méti 3 az 7um x 1 az Sum V zavislosti na stadiu
déleni (Dubey et al. 1988; Bjerkas and Presthus 1989; Speer and Dubey 1989; Dubey 1993).
Béhem akutni infekce pronikaji tachyzoiti aktivni invazi do hostitelskych bun¢k (Hemphill et
al. 1996), kde se obvykle nachazi v cytoplazmé obklopeni parazitoforni vakuolou (Dubey et
al. 1988; Speer and Dubey 1989). Tachyzoiti se déli endodyogenii a nachazeji se v nervovych
bunikkach, makrofazich, fibroblastech, vaskularnich endotelialnich bunkach, renalnich
tubularnich myocytech, epitelialnich bunikach a hepatocytech (Bjerk and Presthus 1989; Speer
and Dubey 1989; Dubey 1993; Dubey et al. 1998).

Tkénové cysty jsou ovalného tvaru, vice nez 107 pm dlouhé a byly zjiStény predevs§im
v nervové tkani (Dubey et al. 1988; Dubey et al. 1990), ptipadné v o¢nich svalech (Lindsay et
al. 1996). Bradyzoiti v tkanovych cystach jsou odolni viic¢i roztoku pepsinu a HCI pfitomnych
v zalude¢nich §tavach; muze tak dojit k peroralni infekci (Lindsay and Dubey 1990).
Tkanové cysty N. caninum mohou ptezit 14 dnti pii 4°C, ale po inkubaci pii -20°C jeden den
se stavaji neinfekénimi (Lindsay et al. 1992).

Oocysty N. caninum jsou V trusu definitivnich hostiteld (McAllister et al. 1998;
Lindsay et al. 1999; Gondim et al. 2004) vylu¢ovany do vnéjsiho prostiedi (Lindsay et al.
1999), kde sporuluji za optimalni teploty (20°C) a vlhkosti. Po sporulaci se oocysty stavaji
infekénimi, obsahuji dvé sporocysty, uvniti kterych se nachazi 4 sporozoity. Sporozoity maji
rohlickovity tvar a mohou piezit nepfiznivé podminky prostfedi uvniti oocyst po dobu
nékolika mésicti i let. Po pozfeni oocyst, dochazi ve stievé definitivniho hostitele k uvolnéni
sporozoitii z oocyst a nasledné tvorbé schizonti nebo merontl. Béhem schizogonie nebo
merogonie se sporozoitické jadro rozdéli. Kazdé jadro obklopené cytoplazmou, tvofi
merozoity. Kdyz infikovana hostitelska bunka praskne, merozoiti jsou uvoliiovani ze

schizontu. Merozoiti prvni generace opakuji nepohlavni cyklus a tvofi schizonty druhé
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generace nebo se preméni v sam¢i (mikro) a sami¢i (makro) gamonty. Mikrogamonty se déli
do mnoha mikrogamet. Mikrogameta oplodni makrogametu a kolem zygoty se vytvofi sténa
oocysty (Dubey et al. 2007).

Vsechna tfi vyvojova stadia N. caninum se podili na ptenosu infekce. Selmy se
vétSinou nakazi pozienim kofisti, jejichz tkané obsahuji tkanové cysty N. caninum, zatimco
hlavnim zdrojem infekce pro bylozravce je potrava a voda kontaminovana vysporulovanymi
oocysty N. caninum. Transplacentarni infekce muze nastat, kdyz se tachyzoiti pfenaseji z
infikované placenty na plod béhem biezosti (Dubey et al. 2007). Transplacentarni infekce
byla experimentalné¢ vyvolana u pst (Dubey and Lindsay 1990; Cole et al. 1995), kocek
(Dubey and Lindsay 1989), ovci (Dubey and Lindsay 1990; McAlister et al. 1996), skotu
(Dubey et al. 1992; Barr et al. 1994) a mysi (Cole et al. 1995; Lond and Baszler 1996).
K tranplacentarni infekci muze opakované dojit i u stejného zvifete (Bjerk~ts et al. 1984;

Dubey et al. 1988; Barr et al. 1993).

Obr. 1: Zivotni cyklus N. caninum (Dubey 1999).
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2.2. Neosporoza u psi

Seroprevalence klinicky zdravych pst je obvykle mnohem mensi nez 20 %, ale vyssi nez
prevalence klinického onemocnéni, coZ naznacuje, ze se jedna o subklinicky prubéh infekce
(Lindsay and Dubey 2000). K ptenosu infekce u pst muze dojit peroraln¢, parentalné
(experimentalné), ale rovnéz transplacentarni cestou, coz muze byt hlavni cesta pfirozenych
infekci. K transplacentarnimu pfenosu infekce na plod mize dojit u chronicky infikované
biezi feny béhem parazitémie. Infikovana placenta mtze byt zdrojem infekce i pro dalsi vrhy.
Experimentalni studie naznacuji, Ze N. caninum muze zpisobit pfed¢asné odumirani plodu,
mumifikaci a vstiebani plodu nebo narozeni slabych mlad’at. Pfestoze je abort vyznamnym
rysem tohoto onemocnéni u skotu, neexistuji zadné zpravy o abortech u psi (Dubey et al.
2007). Sténata se mohou rodit s klinickymi ptiznaky, nebo jsou zdrava a k reaktivaci infekce
dojde az Vv pozd¢jSim veéku vétSinou ve spojitosti s imunosupresivnim onemocnénim,
vakcinaci zivymi viry nebo podavanim glukokortikoidi. Postnatalni infekce byvaji ovsem
Castéjsi nez infekce zpisobené transplacentarnim ptenosem (Dubey et al. 2009).

Klinické ptiznaky u neospordzy jsou srovnatelné s klinickymi ptiznaky u toxoplazmozy,
nicméné V piipadé neospordzy pievladaji neurologické problémy a svalové slabosti az
paralyzy. Mohou byt postizené rizné organy jatra, plice, myokard, ale i dalsi tkané a organy.
Zavazny prubéh infekce (paralyza koncetin) byva zaznamenan predevsim u mladych pst (< 6
mésict). Prvni pfiznaky mohou byt zaznamenany jiZ ve v€ku 3 - 9 tydnid. Pro neospordzu je
typicka postupna svalova atrofie a tuhost, obvykle vzestupna paralyza, mohou se vyvinout i
kloubni deformace. Neospor6za miize byt letdlni; pokud psi pteziji, zistavaji ochrnuti s
pfislusSnymi komplikacemi. U starSich pst je prubc¢h infekce mirng&j$i, maji piiznaky
multifokalniho postizeni CNS a polymyozitidu, myokarditidu, dermatitidu nebo zapal plic.

V Evropé se prevalence N. caninum u pst pohybuje mezi 0,5 % - 28,9 % v rtznych
zemich (Dubey et al. 2007). V tabulce 1 a grafu (obr. 2) jsou piehledné shrnuty
seroprevalence protilatek proti N. caninum u pst Vv jednotlivych zemich Evropy (Dubey et al.
2007). Prevalence N. caninum u pst Zijicich na venkové byla vétSinou vyssi nez u psu zijicich

ve méstech.
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Tabulka 1: Seroprevalence protilatek proti N. caninum u psi v Evropé (Dubey et al.
2007).

Celkovy Pozitivni
pocetpsi (%)

Belgie - Z mlécné farmy 56 - cELISA  VMRD Lasri et al. 2004

Zemé Kraj Typ Test  Cut-off Citace

ge;;‘é“ka . : 80 13 cELISA 0 Koudela et al. 1098

Dénsko - Doméc 98 153 IFAT  1:1e0 resmussenandJensen

Francie - Z mlécné farmy 22 22,7 IFAT 1:100 Pitel et al. 2001

Mad’arsko - Venkovsky 249 6,0 IFAT 1:80 Hornok et al. 2006

Némecko - Klinika 200 13,0 IFAT 1:50 Klein and Miiller 2001

Nizozemsko - Méstsky 344 55 CELISA WT-IH Wouda et al. 1999

Rakousko - Venkovsky 433 53 IFAT 1:50 Wanha et al. 2005

Rumunsko NC'”j Toulavy 56 125 IFAT - Suteu et al. 2005

apoca

Spanélsko  Katalansko Domaci 139 12,2 IFAT 1:50 Ortufio et al. 2002

Svédsko : Doméci 398 05 CELISA Birkman et al. 1994
ISCOM

évycarsko - Domaci 1077 7,3 CELISA WT-IH Sager et al. 2006

- Meéstsky 381 2,1 IFAT 1:50 Wanha et al. 2005

- Neznamy 956 3,3 IFAT 1:50 Wanha et al. 2005

- Klinika 84 18,4 CcELISA VMRD Lasti et al. 2004

- Nemocny 71 22,2 cELISA VMRD Lasri et al. 2004

Antverpy Nahodny 100 11,0 IFAT 1:50 Barber et al. 1997

Ghent Klinika 100 11,0 IFAT 1:50 Barber et al. 1997

Ghent Nahodny 100 12,0 IFAT 1:50 Barber et al. 1997

- - 858 4,9 IFAT 1:50 Viclavek et al. 2007

10



2. Teoreticka ¢ast

- - 50 40 IFAT 1:50 Klein and Miiller 2001
- Meéstsky 402 1,0 IFAT 1:80 Hornok et al. 2006
- Farmarsky 152 23,6 CELISA WT-IH Wouda et al. 1999
- Z mlééné farmy 30 20,0 cELISA WT-IH Sager et al. 2006

Vysvétlivky:

IFAT — nepfimy imunofluorescenéni test, CELISA - kompetitivni ELISA (enzymova imunoanalyza), VMRD-
bézné dostupny antigen; IH-ISCOM - pouzit detergentem-extrahovany antigen tachyzoiti zaélenény do
komplexnich ¢astic stimulujici imunitu, WT-IH — pouzit cely extrakt tachyzoitt.

v

Obr. 2: Seroprevalence protilatek proti N. caninum u psi v evropskych zemich
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Gozdzik et al. (2011) vysetfil sérologicky metodami ELISA a Western blot analyzy
257 pst v méstské ¢asti centralniho Polska. Protilatky proti N. caninum byly detekovany v 56
sérech (21,7 %). Statisticky vyznamny rozdil byl zjistén v prevalenci u fenek (28 %, 30/107) a
u psu (17,3 %, 26/150). Prevalence protilatek v ramci vékovych skupin se pohybovala mezi 8
% az 27 %, nicméné bez statisticky vyznamného rozdilu (tabulka 2). ELISA a Western blot
pozitivni vysledky v zavislosti na veékovych skupinach byly vyneseny do grafu (obr. 3)
Z celkem 56 seropozitivnich pst, mélo pouze 12 znich klinické ptiznaky typické pro
neosporozu, coz naznacuje, ze vétsina infekci se vyskytuje v subklinické formé (Gozdzik et

al. 2011).
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Tabulka 2: Prevalence protilatek proti N. caninum u pst raznych vékovych skupin
(Gozdzik et al. 2011).

Pocet sér . L
Vék (roky) Vyéei)f's%n)"ch Pocet ]\D/\(;zlsttlg’rnnlcgll cESLISA, Pre\(/(?/l;nce
>1 25 5 80
>1<5 77 14 18,0
>5<10 85 21 24.7
ey 70 56 27,0
Celkem 257 56 217

Obr. 3: Graf zavislosti ELISA a Western blot pozitivnich vysledki na vékovych

kategoriich psi
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Prevalence protilatek (21,7 %) u psu v Polsku je mnohem vyssi nez prevalence u pst z
evropskych zemi, jako je napf. Svédsko 0,5 % (Bjorkman et al. 1994b), Madarsko 1 %
(Hornok et al. 2006), Rakousko 2,1 % (Wanha et al. 2005), Ceska republika 2,6 % (Vaclavek
et al. 2007) nebo Spanélsko 2,9 % (Collantes-Fernandez et al. 2008). Prevalence srovnatelné
s vysledky v centralnim Polsku byly zjiStény u pst v severozapadni Italii (20,2 %), (Ferroglio
et al. 2007), v Katalansku na severovychodé Spanélska (12,2 %), (Ortuno et al. 2002), v
Dansku (15,3 %), (Rasmussen and Jensen 1996), a v jihozapadnim Polsku (15 %), (Ptoneczka
and Mazurkiewicz 2008).
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2.3. Diagnostika N. caninum

Hematologie a biochemie

Hematologické a biochemické nalezy jsou variabilni, v z&vislosti na systémovém
organovém postizeni. Hladiny kreatinkindzy a aspartdtaminotranferazy (AST) jsou pfi
svalovém onemocnéni zvySeny. Sérové hodnoty alaninaminotranferazy (ALT) a alkalické
fosfatazy se zvySuji u pst, ktefi maji zanét jater. Abnormalni hodnoty mozkomisniho moku
(CSF) zahrnovaly mirné zvySeni koncentrace bilkovin (> 20, avSak < 150 mg/dl) a jadernych
bunck (> 10, avSak < 100 bun¢k/dl). Klesa rozdil leukocytti véetné¢ lymfocyti, monocytii a
makrofagl, neutrofild a eozinofili. Vysledky CSF mohou byt u nékterych psti v hodnotach
referenénich mezi. Elektromyografické hodnoty sestavaji ze spontanni aktivity potenciald
sini, pozitivni ostré vlny a obCasné¢ opakovaného vyboje. U psii s myositidou mohou byt

nalezeny evokované ak¢ni potencialy (Dubey et al. 2009).
Sérologické metody

Prokazané sérové protilatky 1gG a IgM proti N. caninum mohou potvrdit diagnézu
neosporozy. IgG protilatky (typické pro chronickou infekci) se objevi vétsinou 1 - 2 tydny po
infekci. Existuje nékolik sérologickych metod k detekci protilatek N. caninum: ELISA —
enzymova imunoanalyza, CELISA — kompetitivni enzymova imunoanalyza, iscom-ELISA —
imunostimulaéni komplex enzymové imunoanalyzy, r-ELISA — rekombinantni ELISA, IFAT
— nepiimy imunofluorescen¢i test, MAT — mikroaglutinacni test, NAT — nepfimy
antiglobulinovy test (Dubey et al. 1988; Bjorkman et al. 1994; Dubey et al. 2007). IFAT
vyuziva reakci mezi protilatkami v séru s antigenem (tachyzoity N. caninum) a nasledny
prikaz reakce v imunofluorescen¢nim mikroskopu. Titry > 50 se povaZuji za pozitivni, av§ak
hodnoty byvaji obvykle vyssi. Vyssi titry byly zjistény u klinicky postizenych psi, nicméné
neexistuje Zadny vztah mezi velikosti titru a klinickymi ptiznaky. Nékdy byvaji zjistény
fale$né pozitivni vysledky u psu, ktefi byli infikovani, ale zlstavaji bez klinickych ptiznakd.
Pfimy aglutinacni test k detekci 1gG protilatek je rovnéz citlivy a specificky a lze jej vyuzit k
diagnostice u riznych druhti hostiteld.

Imunohistochemie a mikroskopie

N. caninum muze byt detekovana v CSF nebo tkanovych aspiratech a biopsiich. Kdyz je
N. caninum detekovana, biopsie postizeného svalu mutze urcit definitivni diagnozu.
Tachyzoiti N. caninum jsou pod svételnym mikroskopem podobni tachyzoitim T. gondii.

Tkanové cysty N. caninum maji silngjsi stény nez ty u T. gondii. Strukturni rozdily mohou byt
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také detekovany pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Cysty T. gondii maji tenci stény

a méné mikronemdu a rhoptrii.
Flota¢ni metody

Detekce oocyst N. caninum v psim trusu je obtizna. Tyto oocysty jsou malé a
morfologicky se podobaji oocystam T. gondii, Hammondia hammondi a Hammondia
heydorni z nichz vSechny mohou byt pfitomny v psich vykalech (McAllister et al. 1998;
Dubey et al. 2002; Slapeta et al. 2002; Sreekumar et al. 2003; Schares et al. 2008; Monteiro et
al. 2008). Rozliseni kokcidii téchto 4 druhii v psich vykalech je technicky obtizné (Dubey et
al. 2009).

Metody molekularni biologie

Pouziti metod molekularni biologie, jako je polymerazova fetézova reakce (PCR) slouzi
k pifimé detekci N. caninum v tkanich zvifat a k odliseni od dal$ich podobnych paraziti
(Dubey et al. 2009). Molekularni charakterizace N. caninum se zamé&fuje ptredev§im na
taxonomii a vyvoj PCR diagnostickych testi. Analyza malé podjednotky ribozomalni RNA
(ssrRNA) sekvence N. caninum a T. gondii prokazuje rozdily ve ¢tyfech nukleotidech mezi
témito dvéma parazity (Marsh et al. 1995). Vzhledem k blizké homologni sekvenci mezi 16s
rRNA geny T. gondii a N. caninum, bylo navrzeno, ze N. caninum by méla byt umisténa do
rodu Toxoplasma (Ellis et al. 1994; Holmdahl et al. 1994). Guo and Johnson (1995) zjistili
pomoci RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) vyznamné DNA polymorfismy mezi
rody Neospora, Toxoplasma a Sarcocystis a dospéli k zavéru, Zze N. caninum je odlisny druh.
Brindley et al. (1993) zjistili, ze homology tfi dominantnich T. gondii B1, P22 a P30 genu
chybi u N. caninum. Informace ziskané na zaklad¢ analyzy DNA N. caninum maji vyuZiti pro
diagnézu neosporozy (Kaufmann et al. 1996). Nevyhodou PCR metody, ktera vyuziva 16S
RNA geny, je mozna kiizova reaktivita s jinymi organismy, protoze se jedna o vysoce
konzervativni eukaryoticky proteinovy gen. Riziko kiizové reaktivity je mozné minimalizovat
vybérem vhodnych primeri. Ackoliv Lally et al. (1996) a Yamage et al. (1996) byli schopni
detekovat N. caninum DNA v infikované mozkové tkani a Ho et al. (1996) detekovali
N. caninum v infikované plodové vodeé, problém detekce N. caninum DNA v autolyzovanych

tkanich nebyl dosud vyftesen.

PCR s vyuzitim sekvence ITS-1 N. caninum (Holmdahl and Mattsson 1996; Payne and
Ellis 1996) je vysoce specificka a citliva. Holmdahl a Mattsson (1996) detekovali pomoci
PCR N. caninum v mozku, jatrech a plicich z experimentaln¢ infikovanych zvifat. Tato PCR

byla také uspé$né¢ pouzita pro detekci N. caninum v télnich tekutindich a tkanich
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experimentalné infikovanych ovci (Holmdahl 1996). Payne a Ellis (1996) detekovali
N. caninum ve tkanich fixovanych formalinem (Ellis 1996).
Biologicky pokus, izolace

K izolaci a kultivaci N. caninum je mozné vyuzit buné¢né kultury (CV-1 bunky, kmen
NC-1, HCT-8 buiiky) nebo laboratorni mysi (Dubey et al. 1988; Dubey et al. 2002). Mysi
s oslabenou imunitou byly pouzity k izolaci N.caninum a pro vyrobu tkanovych cyst
(McGuire et al. 1997; Yamane et al. 1998; Dubey et al. 1998), avSak imunokompetentni
laboratorni mysi jsou vué¢i infekci rezistentni. Naproti tomu, piskomilové (Meriones
unguiculatus) jsou vice citlivi k infekci N. caninum a to i bez piedchozi imunosuprese.
Cuddon et al. (1992) izoloval N. caninum ze psa s vyuzitim piskomilt. Gondim et al. (1999)
pouzili piskomily k namnozeni N. caninum pro naslednou peritonealni infekci psti. Dubey and
Lindsay (2000) prokazali, ze piskomilové jsou vysoce citlivi K peroralni infekci pomoci

oocyst N. caninum.

V né&kolika piipadech byla diagnéza neospordzy potvrzena izolaci N. caninum z tkani
postizenych psii (Hay et al. 1990; Cuddon et al. 1992; Barber et al. 1995; Dubey et al. 1988).
Izolat NC-1, puvodné ziskan z nervovych tkani paralyzovaného psa (Dubey et al. 1988), je
pouzivan jako zdroj antigenu pro sérologickou diagnézu neospordzy. Kromé psich izolatu,
bylo nékolik dalSich izolatd N. caninum ziskano z infikovaného skotu (Conrad et al. 1993;
Stenlund et al. 1997; Yamane et al. 1997) a koni (Marsh et al. 1996).

2.4. Lécba a prevence neosporozy

Informace o G¢inné 1écbé neospordzy jsou omezené (Dubey and Lappin in: Greene 2006;
Jones and Dubey 2009). Neexistuje zadna vakcina (Dubey et al. 2009), nicméné k 1é¢bé
neosporozy se vyuziva klindamycin, sulfadiazin a pyrimethamin samostatné nebo v
kombinaci (Dubey and Lappin 2006). Stars$i Sté€nata (> 16 tydnt) a dospéli psi reaguji na 1é¢bu
1épe. U dospélych pst s akutni paralyzou motorického nervu je 1é¢ba ucinna na zacatku, v
ptipadé postupujiciho ochrnuti neni Iécba jiz moc u¢inna.

U pst mize byt N. caninum opakované pfendSena na potomstvo intrauterinnim pfenosem
a to v nekolika po sobé jdoucich vrzich. Neexistuje zadna znama lécba, kterd by zabranila
fence prenést infekci na jeji mlad’ata. Tuto skuteCnost je tieba vzit v tivahu pii planovani

chovu fenek, které maji protilatky proti N. caninum a sinfekci se jiz setkaly. Pro snizeni
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rizika onemocnéni by méli byt 1éceni vSichni psi v postizeném vrhu, jakmile je neospordza
v daném vrhu diagnostikovana (Dubey et al. 2005; Dubey and Knickman 2005; Dubey et al.
2007).

Jako prevence je vhodné nekrmit psy tepelné€ neupravenym masem, zejména hovézim.

2.5. Zivotni cyklus Toxoplasma gondii

T. gondii je vSudypfitomny parazit, ktery se vykytuje v mnoha oblastech svéta. Je
schopen infikovat velké spektrum hostiteld a hostitelskych bun¢k (Levine 1961; Dubey and
Beattie 1988; Dubey et al. 1998). Zivotni cyklus T. gondii je fakultativné heteroxenni (Obr.
4).

Obr. 4: Zivotni cyklus T. gondii (Rommel 1989).
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Existuji tfi infek¢ni stadia T. gondii, tj. tachyzoiti, bradyzoiti obsazené v tkanovych
cystach a sporozoiti obsazené v oocystach. VSechny tii faze jsou infekéni pro mezihostitele a
definitivniho hostitele. Definitivnim hostitelem T. gondii jsou zastupci ¢eledi kockovitych
Selem, naptiklad domaci kocky (Dubey and Beattie 1988; Boothroyd and Sibley 1993; Dubey
in: Kreier 1993; Frenkel in: Ambroise Thomas and Petersen 2000). Mezihostitelem mohou
byt vSechna teplokrevna zvifata véetné domacich, volné zijicich a zoo zvitat a rovnéz ¢loveka
(Dubey 2004). V mezihostiteli prochazi T. gondii dvéma fazemi nepohlavniho vyvoje.
V prvni fazi se tachyzoiti (nebo endozoiti) rychle mnozi opakovanou endodyogenii v raznych
typech hostitelskych bunék. Tachyzoiti posledni generace zahéji druhou fazi vyvoje, coz vede
k tvorbé tkanovych cyst. V tkanovych cystach se bradyzoiti (nebo cystozoiti) déli pomalu
endodyogenii (Dubey and Beattie 1988; Jackson and Hutchison 1989; Evans in: Ho-Yen and
Joss 1992; Dubey in: Kreier 1993; Dubey et al. 1998). Tkanové cysty jsou terminalni fazi
zivotniho cyklu v mezihostiteli a jsou okamzit¢ infek¢ni. U nékterych druhi mezihostiteld
mohou pietrvavat po celou dobu zivota hostitele. V definitivnim hostiteli dojde k uvolnéni
bradyzoiti z tkanovych cyst a ty iniciuji dalsi nepohlavni fazi proliferace, ktera se sklada
Z pocatecniho mnozeni endodyogenii a naslednou opakovanou endopolygenii v epitelidlnich
buiikéch tenkého stieva. Termindlni stddium tohoto nepohlavniho mnoZeni zahajuje pohlavni
fazi zivotniho cyklu. Gametogonie a tvorba oocyst probiha v epitelu tenkého stieva kocek.
Nevysporulované oocysty jsou uvoliiovany ze stfevniho lumen a jsou trusem vyluc¢ovany do
vnéjsiho prostiedi. Ke sporulaci oocyst dochazi ve vnéjsim prostiedi, vznikaji infekéni
oocysty, které obsahuji dvé sporocysty, z nichz kazda obsahuje ¢tyfi sporozoity (Dubey and
Beattie 1988; Jackson and Hutchison 1989; Evans in: Ho-Yen and Joss 1992; Dubey in:
Kreier 1993; Dubey et al. 1998). Sporozoiti mohou pfezit neptiznivé podminky prostiedi

uvnitt oocyst po dobu nékolika mésict az let (Dubey 2004).
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K infekci parazitem T. gondii dochazi riznymi zptisoby (Obr. 5):

Obr. 5: Cesty prenosu infekce T. gondii (Tenter et al. 2000).

=) Horizontalni cesta pies oocysty

s Horizontdlni cesta pies tkanové

—» Horizontal transmission via oocysts
—» Horizontal transmission via tissue cysts
— Vertical transmission via tachyzoites

K infekci mize dojit horizontdlné poZitim infekénich oocyst z prostiedi nebo pozienim
tkanovych cyst T. gondii obsazenych v syrovém nebo nedostate¢né tepelné upraveném mase
nebo vnitfnostech mezihostitelti, dale vertikdln€ pfi transplacentalnim pienosu tachyzoiti
T. gondii (Dubey and Beattie 1988; Jackson and Hutchison 1989; Remington and Desmonts
in: Remington and Klein 1990; Dubey 1991; Evans R in: Ho-Yen and Joss 1992; Dubey in:
Kreier 1993; Dubey et al. 1998). T. gondii mtze byt tedy pienasena od definitivnich hostiteld
k mezihostiteltim, od mezihostiteli k definitivnim hostitelim a stejné tak miize byt pienasena
mezi koneénymi hostiteli a mezi mezihostiteli (Obr. 5). V soucasné dob& neni znamo, ktera

z téchto cest prenosu je epidemiologicky nejvyznamnéjsi (Tenter et al. 2000).
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2.6. Toxoplazméza u psi

Typ a zavaznost klinického onemocnéni toxoplazmézy u pst zavisi na mnoha
faktorech, jako je vék, pohlavi, kmen T. gondii a zptsob infekce. Postnatalné ziskana
toxoplazmoza je obecné méné zavaznd nez prenatdlni infekce. Soucasné probihajici
onemocnéni nebo imunosuprese mize zpusobit, ze je hostitel vnimavéjsi, protoze T. gondii je
oportunni patogen. Klinickd toxoplazméza u psii je ¢asto spojena s psinkou nebo s jinymi
infekcemi jako je ehrlichiéza nebo terapie glukokortikoidy (Dubey and Lappin 2006).
Prevalence toxoplazmoézy u pst se snizila s rutinnim pouzivanim vakcin proti psince.

Klinické nélezy byvaji lokalizovany do dychacich cest, neuromuskuldrnich nebo
gastrointestinalnich systémi nebo mohou probihat jako generalizované onemocnéni (Dubey
and Beattie 1988; Dubey et al. 1989; Ehrensperger et al. 1989; van Ham 1991; Rhyan and
Dubey 1992; Dubey and Lappin in: Greene 2006; Dubey et al. 2006; Dubey 2009).
Generalizovana toxoplazmoéza se objevuje vétSinou u pst mladsich jednoho roku a je
charakterizovana horeCkou, duSnosti, prijmem a zvracenim. K thynim psi mize dojit jiz
béhem jednoho tydne, protoze pfi zdvazném onemocnéni byvaji postizenymi organy plice a
jatra. PostiZeni srdce probiha vétsinou subklinicky, ackoli arytmie a srde¢ni selhani se muze
vyvinout v nejvyznamngj$i nalezy zvlasté u nekterych starSich psi. Neurologicka forma
toxoplazmézy muze trvat nékolik tydnd bez postihnuti dalich systémd. Piiznaky zavisi, zda
se léze nachazi v mozku, mozecku nebo v miSe. K hlavnim pfiznakim patii zachvaty,
poruchy hlavovych nervu, ties, ataxie, paréza nebo paralyza. Psi s myozitidou mohou
zpocatku vykazovat abnormdlni chizi a svalovou slabost nebo ztuhlost. Paraparéza a
tetraparéza mohou rychle pokrocit k poskozeni motorickych nervii a k ochrnuti. Existuje jen
nékolik zprav o oc¢nich lézich spojenych s toxoplazmoézou u psi. Déle byly zaznamenany
uveitida, iridocyklitida,  epitelidlni  hyperplazie, neuritida  o¢nitho nervu a
keratokonjunktivitida. Zavazna keratokonjunktivitida byla neddvno hlaSena u psi na

prodlouZené kortikosteroidové terapii (Swinger et al. 2009).

Protilatky proti T. gondii byly detekovany v sérech psti po celém svété s rozdilnou
prevalenci v rtiznych oblastech (Dubey 2010). Seroprevalence se zvySuje s vékem psi, je
vy$$i u pst z venkovskych oblasti, u pst chovanych vyhradné venku a u psi, ktefi konzumuji
ptaky, drobné savce, maso, vnitifnosti a jidla vafena v domacnostech (Lopes et al. 2011).

V Evropé byla nejvyssi prevalence 75 % zjisténa pomoci metody SFR (Sabin Feldmanova

v
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CELISA u psi ve Svédsku (Lunden et al. 2002). V Ceské republice byly protilatky proti
T. gondii zjistény metodou IFAT u 26 % (107/403) pst s nejnizsi prevalenci u psu, ktefi
pobyvaji v domdcnosti a jsou krmeni komer¢ni stravou (Bartovd and Sedldk 2012).
% pomoci metod SFR nebo KFR (komplement fixa¢ni reakce). V Rakousku byly protilatky
proti T. gondii zjistény metodou IFAT u 26 % (63/242) vysetienych psi (Wanha et al. 2004).

V této studii byla seroprevalence protilatek proti T. gondii vyssi ve srovnani s N. caninum.

2.7. Diagnostika T. gondii

K diagnostice toxoplazmoézy 1ze vyuzit klinické pfiznaky, sérologické metody (detekce
protilatek v krevnim séru), cytologické a radiologické vysetfeni, koprologické vysSetieni
(vySetieni trusu) apod. (Lappin et al. 1989; Dubey and Carpenter 1993; Sardinas et al. 1994;
Brownlee and Sellon 2001; Little et al. 2005; Dubey and Lappin in: Greene 2006; Park et al.
2007; Dubey 2009).

Hematologie a biochemie

Rutinni hematologické a biochemické parametry mohou byt u psi s akutni
toxoplazmozou neobvyklé. NejCastéji jsou zjiStovany neregenerativni anémie, neutrofilni

leukocytoza, lymfocytdza, monocytoza a eozinofilie.

Biochemické abnormality béhem akutni faze onemocnéni zahrnuji hypoproteinemii a
hypoalbuminémii. Hyperglobulinemie byla zjiSt€éna u nékterych kocek s chronickou
toxoplazmozou. Vyrazné zvySeni alaninaminotranferazy (ALT) a aspartataminotranferazy
(AST) v séru bylo zaznamenano u zvifat s akutni poruchou funkce jater a svalové nekrozy.
U pst s nekrozou jater dochazi ke zvySeni aktivity sérové alkalické fosfatazy, coz se méné
Casto vyskytuje u kocek. V ptipad¢ svalové nekrozy je také zvySend hladina kreatinkinazy.
Sérové hladiny bilirubinu byly zvySeny u zvifat s akutni nekrozou jater, zejména U kocek S
cholangiohepatitidou nebo jaterni lipoidézou. Kocky nebo psi, ktefi maji zanét slinivky bfisni,
mohou vykazovat zvySené hladiny sérové amylazy a lipazy. Ko¢ky ¢asto vykazuji proteinurii
a bilirubinurii. Koc€ky s pankreatitidou mohou mit sniZenou sérovou hladinu celkového

vapniku s normalni koncentraci sérového albuminu.
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Cytologie

Tachyzoiti mohou byt detekovani Vv akutni fazi infekce v rtznych tkanich a télnich
tekutinach pomoci cytologického vysetieni. Vzacné se vyskytuji v krvi a mozkomi$nim
moku. Pfi podezieni na koci¢i toxoplazmoézu nervového systému, hladiny proteint
mozkomisniho moku byly v referenc¢nim rozmezi do maximalné 149 mg/dl a jadernych bun¢k
bylo maximaln¢ 28 buné¢k/ml. Pfevazuji zde lymfocyty, ale mize byt nalezena i smés bun¢k.
Koprologické vySetieni

Navzdory vysoké prevalenci sérovych protilatek u kocek po celém svété, je prevalence
oocyst T. gondii ve vykalech velmi nizka. Obecné mén€ nez 1 % kocek vylucuje oocysty
T. gondii za 1 az 2 tydny od infekce (Jones and Dubey 2009). Detekce oocyst Vv trusu kocek je
obtizna, protoze kocky jsou obvykle bez klinickych pfiznakt (vyjimkou mize byt prijem).
K opakovanému vylu¢ovani oocyst dochazi i ve vys§im véku pii sniZzeni imunity vlivem
virovych infekei.

Ke koprologickému vySetfeni trusu se vyuziva centrifugace s Sheather cukernym
roztokem: Pét az deset gramu trusu se smisi s vodou a prefiltruje se pfes gazu. Dva dily
cukerného roztoku (500g cukru, 300 ml vody a 6,5 g roztavenych krystalti fenolu) se smichaji
s jednim dilem fekalni suspenze a odstfedi se v centrifuze. Oocysty jsou lehké a nachazi se
Vv horni tekuté fazi, odkud se odebere 1 - 2 kapky na mikroskopické sklicko a pozoruje se pti
zvétSeni 100x. Oocysty T. gondii jsou okolo jedné ¢tvrtiny velikosti oocyst Isospora felis a
Sérologické vySetieni

Prvni sérologicky test, ktery byl vyvinut pro prokazani protilatek proti T. gondii, byl
Sabin-Feldmantv test (SFR), (Sabin and Feldman 1948). Na dlouhou dobu to byl povazovan
za zlaty standard pro sérologii T. gondii. Test mohl byt pouzit u riznych hostitelskych druhti,
a nevyzadoval druhové specifické sekundarni protilatky.

Mezi dalsi serologické testy patii IFAT, DAT — pfimy aglutinacni test, MAT, ELISA,
iscom-ELISA, KFR (Komplement fixac¢ni reakce) a LAT (latex aglutinacni test). Infekéni
studie u riznych hostitelll ukazaly, ze IFAT vykazuje velmi malou zkfiZenou reaktivitu s
jinymi parazitickymi kokcidiemi (Trees et al. 1993; Dubey et al. 1996).

Test DAT u T. gondii poprvé popsali v roce 1959 Fulton and Turk (1959), a dale
rozvinuli Desmonts and Remington (1980). Od té doby byl jednim z nejpouzivanéjSich

sérologickych testli u zvifat i1 lidi; je komerc¢né dostupny jako testovaci kit (Toxoscreen;
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bioMérieux). Modifikovany test (MAT) detekuje pouze IgG protilatky, protoze specifické i
nespecifické IgM jsou zniceny merkaptoethanolem, ktery je soucasti testu. Citlivost a

specifi¢nost je srovnatelna s tou v IFAT (Packham et al. 1998).

Principy ELISA testi jsou Siroce uzivany pro detekci protilatek proti riznym infekénim
agens, v¢etn¢ T. gondii a N. caninum (Harlow and Lane 1988). Oproti IFAT, ma ELISA
vyhodu, Ze odecitani vysledki je vice objektivni pomoci ELISA readeru a test Ize snadno
automatizovat. Proto je tato technika vhodna pro screening velkého poctu vzorku, napiiklad

pfi séroprevalencnich studiich.

Pii iscom-ELISA nebyla pozorovana zadna zk¥izena reaktivita N. caninum s T. gondii,
nebo s jinymi tzce souvisejicimi prvoky. Citlivost a specifi¢nost byla vypoétena porovnanim
s IFAT, jakozto referen¢ni metody (Bjorkman and Uggla 1999).

Sérologické pruzkumy ukazuji, ze infekce T. gondii prevladaji po celém svété. Priblizné
30 % psu a kocek ve Spojenych statech maji protilatky proti T. gondii. Séroprevalence se
zvysuje s vékem kocky a psa (Dubey et al. 2009).

Diagnostika klinické toxoplazmodzy u psu a kocek je zalozena na kombinaci klinickych
ptiznakl a vysledkl sérologického vysetieni. Pro akutni infekci jsou typické vysoké titry
protilatek 1gM, naopak narist titr protilatek IgG svédci pro chronickou infekei (Dubey et al.
2009). Protilatky ttidy IgM byvaji detekovany v séru nebo komorové vodé kocek klinicky

nemocnych nebo infikovanych imunodeficientnim virem, ale ne u zdravych kocek.

Metody molekularni biologie

K diagnostice lze vyuzit single PCR, nested PCR piipadné i multiplex PCR s vyuzitim
vhodnych primeriti a naslednym vyhodnocenim v agar6zovém gelu pomoci elektroforézy.
V multiplex PCR se nejcastéji vyuzivaji tyto markery: ¢22-8, ¢29-2, L358, PK1, SAG2 a
Apico (Dubey et al. 2007; Su et al. 2006). Alelové typy izolata T. gondii se stanovuji na
zakladé RFLP vzora Sesti referenénich kmenta véetné RH88, PTG, CTG, COUGAR, MAS a
TgCatBr5 (Su et al. 2006). Tyto referencni kmeny nam umoznuji zachytit vSechny znamé
alely pro kazdy marker a identifikovat potencialni jedine¢né alely v T. gondii izolatech
(Dubey et al. 2007).

Izolaty T. gondii byly klasifikovany do tii genetickych typu (I, II a III) na zakladé vyuziti
metody RFLP (Howe and Sibley 1995). Byly genotypizovany izolaty T. gondii z lidi (Darde
et al. 1992; Howe et al. 1997; Honoré et al. 2000; Fuentes et al. 2001) i zvirat.
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Biologicky pokus, izolace na tkanovych kulturach

Moznost, ze genotyp parazita ovliviluje zdvaznost onemocnéni u lidi je podporovana
rozdily ve virulenci pozorovanych ve zvifecich experimentalnich modelech (laboratorni mysi
BALB). Kmeny T. gondii typu Il a Ill vedou k chronické infekci a tvorbé tkanovych cyst u
mysi, zatimco typ I je extrémné virulentni kmen, ktery je pro mysi letdlni. U tohoto typu
T. gondii je zvysené riziko transplacentarniho ptenosu na plod a vétsi zavaznost infekce pii

vyvoji plodu (Howe and Sibley 1995).

2.8. Lécba a prevence toxoplazmozy

Cil 1écby je veden ke sniZeni vylu€ovani oocyst infikovanych kocek. Koc¢kam je nutné
podavat kombinaci 1éku, aby se zkratila doba vyluovani oocyst. Na zakladé studii in vitro,
byla prokéazana ucinnost antibiotik (klindamycin, sulfas, azithromycin a ponazuril), ktera jsou
zaroven relativné bezpe¢na pro pouziti u ko¢ek. Kombinace klindamycin-hydrochloridu a
trimethopromsulfonamidu se pouziva pro 1é¢bu klinické toxoplazmézy u kocek i psu.
Klindamycin byl uspésné pouzit k 1é¢bé ruznych klinickych ptiznaki jako je horecka,
myositida, uveitida a nemoci CNS (Greene et al. 1985; Lappin et al. 1989; Falzone et al.
2008). Mezi vedlejsi ucinky klindamycinu patii gastrointestindlni podrazdéni, prijmy a
pfipadné zmény normalni anaerobni flory gastrointestinalniho traktu (Greene et al. 1993;
Jacobs et al. 1993). Azithromycin byl rovnéz uspésné pouzit u kocek, ale optimalni protokol
neni znamy (Lappin, nepublikovana data, 2009). Pyrimethamin kombinovany se sulfathiaziny
nebo azithromycinem je sice u¢inny pro 1é¢bu lidské toxoplazmozy, ale vede Casto k toxické
odezvé u kocek (Dubey and Lappin 2006). U ponazurilu bylo prokdzano, Ze inhibuje T.
gondii in vitro a byl vhodny pro 1é¢bu toxoplazmdzy u testovanych hlodavci (Mitchell et al.
2004; Mitchell et al. 2006). Tento 1€k byl podavan psovi s toxoplazmézou, ktery mél zanét
spojivek; nemoc se znovu objevila po 1é¢bé klindamycinem (Swinger et al. 2009). N¢ktefi psi

a kocky s onemocnénim CNS vyzaduji podptrnou 1écbu, jako jsou antikonvulziva.

Klinické ptiznaky nezasahujici o¢i nebo CNS obvykle odezni béhem prvnich dvou az tii
dnti diky podavani klindamycinu nebo trimethopromu-sulfonamidi; o¢ni forma toxoplazmoézy
a toxoplazmoéza CNS reaguji na terapii pomaleji. Pokud horecka nebo svalova hypertenzie
neklesne po tfech dnech 1é€by, je tieba zvazit jiné pfic¢iny. Opakovani klinickych ptiznaki
muze byt Castéjsi u kocek 1é€enych po dobu kratsi nez Ctyfi tydny. Neexistuje zadny diikaz o
tom, ze n¢jaky lék muze Uplné zniCit T. gondii v zivocisSnych tkanich, takze se klinické

onemocnéni mutZze objevit u infikovanych psi a kocek opakované. Podéavani
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imunosupresivnich davek cyklosporinu A (CsA) nebo glukokortikoidu je spojené s aktivaci
toxoplazmézy u nékterych kocek. Spatnou prognézu maji kodky a psi s rozsifenou
toxoplazmozou a to zejména ti, s oslabenym imunitnim systémem (Nordquist et al. 2008).
Prevence toxoplazmozy zahrnuje opatieni, jejichZ cilem je snizit vyskyt kocicich infekci a
nasledné vylu¢ovani oocyst T. gondii do zivotniho prostiedi. Kot'ata zijici venku jsou obvykle
infikovana kratce po tom, co jsou odstavena a za¢nou lovit. Zdrojem infekce je lov a
konzumace mezihostitelti (drobni hlodavci, ptaci apod.) nebo pasivnich pienaseci, jako jsou
Svabi a zizaly. Kocky by mély byt krmeny suchym nebo tepelné konzervovanym kocic¢im
krmivem. Prevalence koci¢i toxoplazmodzy byla zvySena v zemich, kde jsou domaci zvitrata
krmena surovymi masnymi produkty, proto by maso pouzivané ke krmeni mélo byt vzdycky
dukladné tepeln¢ upraveno. Napiiklad zmrazeni nebo y-zafeni mize usmrtit tkanové cysty
T. gondii bez vlivu na kvalitu masa. Kockam by mél byt rovnéz zabranén vstup do budov, kde
jsou chovana zvitata uréena k produkci potravin nebo do mist, kde jsou skladovana krmiva.
V soucasné dobé neexistuje zadna vakcina, ktera by zabranila vylu¢ovani oocyst nebo vzniku

klinického onemocnéni (Dubey et al. 2009).
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3.PRAKTICKA CAST

3.1 Material - vzorky krve loveckych psii

Béhem let 2013 - 2014 byly odebrany vzorky krve 398 loveckym psiim pochézejicich
ze 76 obci dvou provincii Salerno a Avellino v jizni Italii (Obr. 6). Odbér vzorkt zabezpecil
MVDr. Vincenzo Veneziano, Department of Veterinary Medicine and Animal Production,
University of Naples, Federico I, Naples, Italie. Vzorky krve byly odebirany z krénich zil psi
pomoci vakuové trubice bez antikoagulant. Krev byla centrifugovana, sérum bylo zamrazeno
na -20 °C.

Béhem odbéru krve byly zjistény udaje pro statistické zpracovani vysledkd, jako je:
pohlavi, vék (od 5 mésici do 14 let), plemeno (Sest plemen zastoupeno min. 16 psy; ostatni
plemena s men§im poctem psu, byly seskupeny do kategorie ostatni), velikost pst v kohoutku
(malé < 39 cm, stfedni 40 - 59 cm a velké 60 - 70 cm), velikost psi smecky, misto, kde ziji
(venkov a mésto), kontakt s ostatnimi domécimi zvifaty a druh lovené zvéte. Tyto udaje byly

ziskany prostiednictvim dotaznikt s vlastniky psa (tabulka 3-11).

Obr. 6: Mapa dvou provincii v jizni Italii — zvétSeni 150 km (mapy.cz)

L'VOrno,

Vysvétlivky: Bod 1: Salerno, bod 2: Avellino
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Obr. 7: Odbér vzorkii krve od pst - Dr. Vincenzo Veneziano a jeho tym (Machacova).

3.2 Metody

3. 2.1 Nepiimy immunofluorescencni test (IFAT)

Pfitomnost protilatek proti N. caninum a T. gondii byla detekovana nepfimym
imunofluorescen¢nim testem (IFAT). Jedna se o diagnosticky test S pfijatelnou citlivosti a
specificnosti, ktery byl vyvinut pro detekci specifickych protilatek proti N. caninum a
T. gondii. Byl prvnim sérologickym testem pouzitym k diagnostice neosporozy (Dubey et al.
1988) a v posledni dobé je ze vSech sérologickych technik nejvice vyuZivan k diagnostice
infekce N. caninum (Conrad et al. 1993; Otter et al. 1997; Atkinson et al. 2000). IFAT je
pouzivan i jako referencni test pro jiné sérologické metody (Bjorkman and Uggla 1999).
IFAT je zalozen na principu reakce protilatek a antigenu (tachyzoity fixované na
mikroskopicka sklicka). Skli¢ka se prohlizi v immunofluorescenénim mikroskopu. Vysledek
IFAT se povazuje za pozitivni, pokud je vidét fluorescence neporusené membrany tachyzoit
(Paré et al. 1995). V soucasnosti je komeréné dostupnych nékolik IFAT souprav pro
diagnostiku N. caninum (Bjorkman a Uggla 1999; Williams et al. 1999; Atkinson et al. 2000;
Baszler et al. 2001; Reichel and Pfeiffer 2002).

Sérologické vyseteni bylo realizovano za pouziti komeréné dostupného N. caninum a

T. gondii antigenu IFR (VMRD Pullman, USA), a anti-dog IgG konjugatu FITC (VMRD).
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Séra byla fedéna fosfatovym pufrovanym fyziologickym roztokem ve dvojkovém fedéni
zacinajici fedénim 1:50; titr 50 byl povazovan pro oba parazity za pozitivni.

Postup: Antigen N. caninum nebo T. gondii fixovany na podloznim sklicku (obr. 7) byl
ptekryt 15 pl zkoumaného séra a inkubovéan ve vlhké komote 30 minut pfi teploté 37°C s
naslednym promytim (2 x 10 min), suSenim a pfidanim 15 pl specifického konjugatu. Potom
se sklicka inkubovaly 30 minut pii 37°C ve vlhké komote. Po promyti (2 x 10 min) a susSenti,
byla sklicka piekryta 80 % glycerolem (pH 7,4). Natéry se ptikryly krycim sklem a byly
pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu (Olympus BX 41; obr. 8) pfti zvétseni 1000x
s olejovou imerzi. Kontinualni periferni fluorescence byla povazovana za specifickou (obr. 9).

Byly pouzity pozitivni a negativni kontroly.

Obr. 7: IFAT substratova podloZni sklicka N. caninum a T. gondii (Bartova).

[
s
)
S
S
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Obr. 9: Pozitivni (vlevo - zelené) a negativni (vpravo - ¢ervené) vysledek IFAT

Vv imunofluorescenénim mikroskopu (Bartova).

3. 2. 3 Statisticka analyza

Vysledky sérologického vySetfeni byly statisticky analyzovany, vzhledem k proménné
hodnoté pohlavi, véku, plemeni, velikosti psa, velikosti psi smecky, misté, kde ziji, kontaktu
S jinymi zvitaty a lovenou zvéii. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu
JUMP 2011. JUMP je pocitacovy program, ktery se zaméfuje na exploracni analyzu a
vizualizaci dat.

Pomoci vicerozmérné analyzy bylo testovano, zda seroprevalence T.gondii a
N. caninum zavisi na pohlavi, v€ku a jinych rizikovych faktorech. V chi-kvadrat testu byly
rozdily povazovany za statisticky vyznamné pii P < 0,05. Psi ze skupiny s neznamymi udaji

nebyli zahrnuti do analyzy.
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3.2. VYSLEDKY

3.3.1 Seroprevalence N. caninum a T. gondii
Protilatky proti N. caninum a T. gondii byly zjistény u 59 (14,8 %) a 94 (23,6 %)
loveckych psi, respektive; 25 (26,3 %) pst mélo protilatky proti obéma parazitim. Vysledky
seroprevalence v zavislosti na rtiznych charakteristikach jsou shrnuty v tabulkach 3 - 10.
Pozitivni vysledky v IFAT v zavislosti na rizikovych faktorech jsou vyneseny do grafii (obr.
10 - 17).

Tabulka 3: Pohlavi psi a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a Neospora

caninum.
| N. caninum T. gondii
Pohlavi Testovani psi IFAT IFAT
pozitivni pozitivni
Fenka 166 29 (17,5 %) 33 (19,9 %)
Pes 232 30 (12,9 %) 61 (26,3 %)

Obr. 10: Graf zavislosti pozitivnich vysledki v IFAT na pohlavi psi
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Tabulka 4: Vékové kategorie a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a Neospora

caninum.

\ N. caninum T. gondii
Vékové kategorie (roky)  Testovani psi IFAT IFAT

pozitivni pozitivni

<2 99 10 (10,1 %) 22 (22,2 %)
>2-4 126 17 (13,5 %) 20 (15,9 %)
>4-7 143 28 (19,6%) 42 (29,4 %)
vic nez 7 30 4 (13,3 %) 10 (33,3 %)

Obr. 11: Graf zavislosti pozitivnich vysledki v IFAT na vékovych kategoriich
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Tabulka 5: Plemena a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a Neospora caninum.

| N. caninum T. gondii
Plemeno Testovani psi IFAT IFAT
pozitivni pozitivni
Bigl 17 5 (29,4 %) 4 (23,5 %)
Bretansky ohaf 28 4 (14,3 %) 8 (28,6 %)
Grifonek 16 2 (12,5 %) 2 (12,5 %)
Kfizenec 19 2 (10,5 %) 4 (21,0 %)
Segugio 139 20 (14,4 %) 35 (25,2 %)
Setr 113 18 (15,9 %) 26 (23,0 %)
Dalsi* 66 1(1,5%) 15 (22,7 %)

Dalsi* - zahrnuje 19 plemen zastoupenych mensim poctem pst (Alpsky jezevéikovity brakyt, Anglo-

francouzsky honi¢, Ariégois, border kolie, Briquet griffon, Briquet griffon vendéen, Dratosrsty ohat, Griffon

Vendéen, italsky ohaf, italsky spione, jezev¢ik hladkosrsty kralici, kokrSpanél, Meticcio chrt, Meticcio segugio,

ohaf, Porcelaine, Segugio, Spione Livornese, $pringer$panél).

30



3. Prakticka ¢ast

Obr. 12: Graf zavislosti pozitivnich vysledka v IFAT na plemenech psi
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Tabulka 6: Velikost psii a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a Neospora
caninum.
| N. caninum T. gondii
Velikost psa (cm) Testovani psi IFAT IFAT
pozitivni pozitivni
Maly (<39) 11 1(9,1 %) 2 (18,2 %)
Stredni (40 — 59) 295 46 (15,6 %) 72 (24,4 %)
Velky (60 — 70) 92 12 (13,0 %) 20 (21,7 %)

Obr. 13: Graf zavislosti pozitivnich vysledki v IFAT na velikostech psi
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Tabulka 7: Velikost psi smecky a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a

Neospora caninum.

\ N. caninum T. gondii
Velikost psi smecky Testovani psi IFAT IFAT
pozitivni pozitivni
pouze jeden pes 33 5 (15,2 %) 5 (15,2 %)
>2-6 222 34 (15,3 %) 62 (27,9 %)
>6-13 94 11 (11,7 %) 17 (18,1 %)
>13 45 9 (20,0 %) 9 (20,0 %)
Neznama 4 0 (0,0 %) 1 (25,0 %)

Obr. 14: Graf zavislosti pozitivnich vysledki v IFAT na velikosti psi smecky
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Tabulka 8: Lokality, kde psi ziji a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a

Neospora caninum.

] N. caninum T. gondii
Lokalita Testovani psi IFAT IFAT
pozitivni pozitivni
Venkov 391 58 (14,8 %) 90 (23,0 %)
Mésto 6 1 (16,7 %) 4 (66,7 %)
Neznama 1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
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Obr. 15: Graf zavislosti pozitivnich vysledkua v IFAT na lokalité, kde psi Ziji
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Tabulka 9: Kontakt s jinymi domacimi nebo hospodarskymi zviiaty a vysledky

seroprevalence Toxoplasma gondii a Neospora caninum.

N. caninum T. gondii
Kontakt s jinymi IEAT
domacimi nebo Testovani psi |FAT
hospodaiskymi zviraty pozitivni pozitivni
Ne 38 5(13,2%) 7 (18,4 %)
Ano 359 54 (15,0 %) 87 (24,2 %)
Neznamo 1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)

Obr. 16: Graf zavislosti pozitivnich vysledka v IFAT na kontaktu s jinymi domacimi

nebo hospodarskymi zviraty
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Tabulka 10: Lovena zvéi a vysledky seroprevalence Toxoplasma gondii a Neospora

caninum.

\ N. caninum T. gondii
Lovena zviiata Testovani psi IFAT IFAT

pozitivni pozitivni

Kanci 179  23(12,8%) 40 (22,3 %)
Kanci, zajici 11 2 (18,2 %) 3 (27,3 %)
Kanci, lisky 6 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Kanci, zajici, lisky 2 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Zajici 20 5 (25,0 %) 9 (45,0 %)
Lisky 2 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Lovené ptactvo - migrujici 62 8 (12,9%) 10 (16,1%)
Lovené ptactvo - nemigrujici 1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Lovené ptactvo - vSechno 114 21 (18,4%)  32(28,1 %)
Neznamé 1 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)

Obr. 17: Graf zavislosti pozitivnich vysledki v IFAT na lovené zvéri
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Vyssi prevalence N. caninum protilatek byla zjisténa u fenek (17,5 %) ve srovnani se psy
(12,9 %). Prevalence N. caninum protilatek byla v rozmezi 10,1 % - 19,6 % Vv ruznych
vékovych kategoriich, 6,7 % - 29,4 % u rGznych plemen a 9,1 % - 15,6 % u riznych velikosti
psu. Rozdil v prevalenci N. caninum byl nalezen ve skupinach pst v zavislosti na velikosti
smecky (11,7 % - 20 %), a druhu lovené zvéte (0 % - 25 %). Kontakt s ostatnimi domacimi

nebo hospodarskymi zvifaty a vyskyt pst ve venkovskych ¢i méstskych lokalitich neme¢l

zadny vliv na prevalenci.

Naopak, vyssi prevalence T. gondii byla zjisténa u psu (26,3 %) ve srovnani S fenkami

vvvvvv

Kanci, zajici

Zajici

Lovena zvér
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Prevalence T. gondii protilatek byla v rozmezi 15,9 % - 33,3 % u raznych vékovych kategorii,
13,3 % - 28,6 % u riznych plemen a 18,2 % - 24,4 % u razné velikosti pst. Rozdil v
prevalenci T. gondii byl zjistén ve skupinach pst v zavislosti na velikosti smecky (15,2 % -
27,9 %) a i na druhu lovené zvéie (0 % - 45 %). Kontakt s ostatnimi doméacimi nebo
hospodarskymi zvifaty nem¢l zadny vliv na prevalenci.

Klinické piiznaky byly zjistény u 36 (9 %) psi. V piipad€ pstu pozitivnich na protilatky
N. caninum a T. gondii, byly klinické ptiznaky zjistény u 6 (10,2 %) a 10 (10,6 %) pst. Mezi
nejcastéj$i klinické priznaky patiilo snizeni aktivity (6,8 % pro N. caninum a 8,5 % pro
T. gondii) a ubytek télesné hmotnosti (5,1 % a 6,4 %, respektive). Dalsi klinické ptiznaky
(sveédéni, prijem a kozni 1éze) byly pozorovany pouze v nékolika malo ptipadech (tabulka

11).

Tabulka 11: Klinické pi¥iznaky u psu pozitivnich na protilatky N. caninum a T. gondii a

soubézné probihajici infekce.

Soubézné T.gondii  N. caninum
probihajici infekce (n=94) (n=59)

Vlasovec 0 (0,0 %) 1(1,7 %)
Anaplasma 8 (8,5 %) 4 (6,8 %)
Ehrlichia 12 (12,7 %) 3 (5,1 %)
Borelia 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Klinické priznaky

Ubytek hmotnosti * 5 (5,3%) 2 (3,4%)
SniZeni aktivity* 8 (8,5 %) 4 (6,8 %)
Svédéni* 2 (2,1 %) 1 (1,7 %)
Kozni 1éze* 1(1,1%) 1(1,7%)
Pritfjem 2 (2,1 %) 1(1,7 %)
Bez piiznaki 84 (89,4 %) 53 (89,8 %)

* Soubézné probihajici infekce Anaplasma a Ehrlichia v jednom ptipadé.
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Obr. 18: Graf zavislosti vysledki pozitivnich v IFAT na klinickych p¥iznacich u psu
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3. 3. 2 Statistické vyhodnoceni

Vysledky sérologického vySetfeni pst na protilatky proti N. caninum a T. gondii v

zavislosti na pohlavi, véku a jinych rizikovych faktorech byly analyzoviny pomoci chi-

kvadrat testu (P < 0,05). Vypocty byly provedeny pomoci statistického programu JUMP 2011

(tabulka 12-13).

Tabulka 12: Vypocty statistické analyzy serologického vySeti‘eni N. caninum vzhledem k

rizikovym faktorim

, Standardni , .. Pravdépodobnost>
Termin Odhad chyba Chi-kvadrat chi-ll)wa drat
Prisedik 5,5087 459,6090 0,0000 0,9904
Pohlavi -0,1339 0,1665 0,6500 0,4214
Vek -0,0865 0,0712 1,4800 0,2244
Plemeno - Bigl -4,1298 459,6089 0,0000 0,9928
Plemeno - Bretariisky ohai -3,1890 459,6089 0,0000 0,9945
Plemeno - K¥izenec 13,3749 1838,4346 0,0000 0,9942
Plemeno - Segugio -2,8789 459,6087 0,0000 0,9950
Velikost psi smecky -0,1636 0,1480 1,2200 0,2690
Kontakt s jinymi Zvﬁ"aty -0,1960 0,3311 0,3500 0,5540
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Tabulka 13: Vysledky statistické analyzy serologického vySetifeni T. gondii vzhledem k

rizikovym faktorim

Termin Odhad Standardni Chi-kvadrat Pravdf“e pOdObI,lOSt>
chyba chi-kvadrat

Prisecik 1,8242 05111 12,7400 0,0004*
Pohlavi 0,2027 0,1411 2,0600 0,1509
Vék -0,0970 0,0596 2,6500 0,1035
Plemeno - Bigl -0,0700 0,5128 0,0200 0,8914
Plemeno - Bretaiisky ohai  -0,2559 0,4303 0,3500 0,5520
Plemeno - K¥izenec 0,5104 0,6368 0,6400 0,4228
Plemeno - Segugio -0,2015 0,2804 0,5200 0,4724
Velikost psi smecky 0,1581 0,1399 1,2800 0,2584
Kontakt s jinymi zviFaty 0,2999 0,2921 1,0500 0,3047

*Qranzove zvyraznéna hodnota pruseciku v tabulce 13. znaci bod, kdy regresni pfimka protne osu Y.

Na zékladé modelu logistické regrese, nebyla zjiSténa zévislost pozitivnich vysledkt

serologického vySetieni na pfitomnost protilatek proti N. caninum a T. gondii a rizikovych

faktor (hodnoty byly statisticky nevyznamné).

Pii statistické analyze skupiny lovené zvéte vysla velmi nizkd zavislost na tomto

rizikovém faktoru, takze neni ani uveden v tabulkéch. V kategorii prostfedi, ve kterém psi ziji,

oy

bylo pouze 5 psu z méstské oblasti, takze tento rizikovy faktor také nebylo mozné statisticky

vyhodnotit.

V kategoriich soucasné probihajicich nemoci a symptoml se nachazel velky nepomér

pozitivnich a negativnich vysledk, proto je nebylo mozZné statisticky vyhodnotit.
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4. DISKUZE

Protilatky proti N. caninum a T. gondii byly detekovany u 14,8 % a 23,6 % loveckych
pst. V Evropé existuje jen par studii zaméfenych na seroprevalenci N. caninum u loveckych
pst. Ve Spanélsku, Collantes-Fernandez et al. (2008) detekovali protilatky N. caninum
pomoci IFAT (cut-off 50) metody u 23 % ze 100 loveckych pst. Nizsi seroprevalence 1,7 %
byla zjisténa u 59 loveckych psi z Portugalska pomoci CELISA (I > 30 %), (Maia et al. 2014).

vvvvvv

9 (9,1 %) z 99 loveckych psu z jizni Italie (Cringoli et al. 2002) a pomoci ELISA u 14 (14,7
%) z 95 loveckych pst ze severovychodni Italie (Capelli et al. 2004). Lovecti psi vykazovali
vys$si séropozitivitu nez psi s jinym vyuzitim (Cringoli et al. 2002; Capelli et al. 2004). Vyssi
riziko infekce N. caninum muze byt zpsobeno tim, Ze loveéti psi konzumuji Syrové maso
lovenych zvifat. Naproti tomu Maia et al. (2014) zjistili mnohem vyssi seroprevalenci u

toulavych nez u loveckych pst.

V nasi studii bylo zjiSténo vice infikovanych fenek nez pst bez statistické vyznamnosti
(P > 0,05). To souhlasi se studii zaméfenou na psy pohybujicich se na zemédélskych farmach
v Nizozemsku (Wouda et al. 1999), kde byl celkovy podil seropozitivnich fenek (14,1 %)
vyrazné€ vys$$i nez u seropozitivnich psu (6,8 %); tento rozdil byl ale statisticky vyznamny (P
= 0,01). Collantes-Fernandes et al. (2008) také detekovali vice pozitivnich fenek (26,9 %) nez
pst (22,7 %) razného vyuziti. Gozdzik et al. (2011) zjistili v Polsku statisticky vyznamny
rozdil v prevalenci fenek (28 %, 30/107) a psa (17,3 %, 26/150). Cringoli et al. (2002)
nezjistili zddnou vyznamnou korelaci mezi seroprevalenci N. caninum a vékem, avSak oproti
nasim vysledkiim, byla vyssi seropozitivita N. caninum u pst (6,8 %) nez u fenek (5,8 %).

Nejvyssi prevalence byla zjisténa u pst vékové kategorie > 4 — 7 rokidl. V predchozi
studii z Italie (Capelli et al. 2004), byla také zjisténa nejvyssi prevalence ve stejné veékové
kategorii u pst rizného vyuziti, kde byli zahrnuti i love¢ti psi. Wouda et al. (1999) zjistili, ze
se prevalence N. caninum protilatek vyznamné (P < 0,05) zvySuje s vékem v prubéhu prvnich
7 let Zivota a zvySovani pokracuje (statisticky nevyznamn¢) i u osmiletych a starSich psi. To
naznacuje, ze vétSina psu je nakazena ihned po narozeni. Naproti tomu, Cringoli et al. (2002)
zjistili, ze psi starsi 7 let byli mén¢ infikovani nez psi mladsi (P = 0,055).

Nejvyssi seroprevalence protilatek proti N. caninum byla nalezena u plemena bigl (29,4
%). U protilatek proti T. gondii mélo nejvyssi seroprevalenci plemeno bretansky ohat (28,6

%), tyto hodnoty ale nebyly statisticky vyznamné. Collantes-Fernandez et al. (2008) zjistili
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Cast&jsi pritomnost protilatek proti N. caninum u kiiZzencd nez u Cistokrevnych plemen psi
(P < 0,01). Avsak vyssi infekce u kiizenct nebyla zjisténa, pokud se psi sloucili do
jednotlivych skupin, protoze vétSina zvitfat ze skupiny zatoulanych pst byla kiiZenci riznych
plemen a proto tento vysledek muze byt zkreslen vétsi velikosti vzorku.

Nejvyssi prevalence N caninum protilatek (15,6 %) byla zjisténa u loveckych pst
stiedni velikosti, ale bez statistické vyznamnosti. Vyssi prevalence u loveckych psti mize byt
opét zpusobena konzumaci syrového masa lovenych zvifat. Naopak, Wanhaa et al. (2005)
zjistili v Rakousku nejvyssi seroprevalenci 3,96 % u velkych pst odliSného vyuziti, avSak
rozdily v téchto kategoriich byly rovnéz minimalni a bez statistické vyznamnosti.

Psi zijici ve vétSich smeckach (> 12 psu) byli vice pozitivni nez psi Zijici v menSich
smeckach. V ptredchozi studii z Italie, Capeli et al. (2004) popsali nejvyssi pozitivitu (20 %) u
mohou vyluéovat oocysty N. caninum pét a vice dni po poziti infikované Zivo¢isné tkané
(Dubey et al. 2007). Ve smecce, ktera obsahuje vice pst, je tedy vyssi riziko kontaminace
zivotniho prostiedi oocystami N. caninum, které by mohly byt zdrojem néakazy pro ostatni psy

ve smecce.

vvvvvv

oy

Capelli et al. (2004) zjistili vyssi séropozitivitu (16,3 %) u psu (jiného vyuziti) zijicich ve
venkovskych oblastech v Italii; nezjistili ale zadné vyznamné rozdily mezi méstskymi,
pfiméstskymi a venkovskymi psy. V Madarsku, Hornok et al. (2006) také zjistili vyssi
seroprevalenci u pst z venkovskych oblasti (15 z 249; 6 %) nez u pst z méstskych oblasti (4
ze 402; 1 %) se statistickou vyznamnosti (P = 0,0004). Wanhaa et al. (2005) zjistili
statistickou vyznamnost (P = 0,017) mezi seropozitivnimi psy z méstskych (8 z 381; 2,1 %) a
venkovskych (23 ze 433; 5,3 %) oblasti.

Vyssi seroprevalence byla zjisténa u pst, ktefi byli v kontaktu s jinymi druhy domécich
a hospodaiskych zvifat. Collantes-Fernandez et al. (2008) zjistili mnohem vyssi
seroprevalenci u hospodaiskych pst (51/100; 51 %, P < 0,001) v porovnani s domacimi psy
(3/102; 2,9 %, P < 0,0001). Udaje potvrzuji, Ze toulavy, loveéti a psi z farem vykazuji
rizikovou psi populaci. Nejvyssi seropozitivita byla nalezena u psii z mlékéarenskych farem,
coz naznacuje epidemiologické spojeni mezi psy a dobytkem.

Nejvyssi prevalence byla zjiSténa u psu, kteti jsou vyuzivani k lovu divokych zajict (25

%) a skupiny stéhovavych nebo nestéhovavych ptakt (18,4 %). Koftist by mohla byt
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vyznamnym zdrojem infekce N. caninum pro psy, avsak pro potvrzeni této hypotézy nemame

k dispozici informace o seroprevalenci téchto divokych zvitat v Italii.

V Evropé nejsou zadné informace o vyskytu protilatek T. gondii u loveckych psu, av§ak
prevalence u psu rizného vyuziti je v rozmezi od 4 % - 75 % (Dubey 2010). U loveckych psu
by kofist mohla byt povazovana za nejdulezitéjsi zdroj infekce T. gondii. Nejvyssi
seroprevalence byla zaznamenana u pst lovici zajice (45 %) a potom u téch, ktefi lovi ptaky,
kance 1 zajice. Protilatky proti N. caninum byly detekovany pomoci DAT u sér zajici ze
Slovenska (6,8 % pti fedéni 1:40 a 2,3 % pfi fedéni 1:320) a Mad’arska (8,6 % pii fedéni 1:40
a 1,1 % pfi fedéni 1:320) importovanych do Italie (Ferroglio and Trisciuglio 2003). Mancianti
et al. (2013) detekovali protilatky proti T. gondii u 9 ze 103 (8,7 %) vodnich ptaku ze stiedni
Italie pomoci aglutina¢niho testu. Ranucci et al. (2013) zjistili pomoci IFAT protilatky proti
T. gondii u 56 ze 400 (14 %) divokych prasat ze stiedni Italie.

Mezi nejcastéjsi klinické priznaky u testovanych psu patfilo snizeni aktivity (6,8 % a
8,5 %) a snizeni té€lesné hmotnosti (5,1 % a 6,4 %) u psi pozitivnich na protilatky proti
N. caninum a T. gondii, respektive. V ptipadé psu pozitivnich na N. caninum protilatky, byly
klinické ptiznaky (ztrdta hmotnosti, snizeni aktivity, prijem, svédéni nebo kozni 1éze)
pozorovany u 5 (8,5 %) psu. Nicméné 42,4 % psu pozitivnich na N. caninum protilatky byli
také pozitivni na protilatky proti T. gondii. Stejné klinické ptiznaky, byly pozorovany u 10
(10,6 %) z 94 T. gondii pozitivnich pst.. Ctyfi (40 %) z téchto psii byly souéasné pozitivni na
protilatky N. caninum. Maia et al. (2014) zjistili rozdil mezi seropositivitou u pst bez
klinickych ptiznakdi kompatibilnich s neosporézou (5,6 %) a u pst ktefi maji poruchy
pohybového aparatu nebo neurologické ptiznaky (21,4 %, P = 0,05), coz je tieba brat v ivahu
pti diferencialni diagnostice neurologickych onemocnéni u psu.

Nase studie ukazala, ze N. caninum a T. gondii seroprevalence u loveckych pst z jizni
Italie je niz8i nez v ostatnich zemich Evropy. V ptipadé N. caninum bylo do této studie
zahrnuto vétsi mnozstvi sér loveckych pst (n = 398) oproti piedchozim studiim (n = do 100).

Tato studie se jako prvni v Evropé zamé&fuje na seroprevalenci T. gondii u loveckych psi.
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Cilem bakalaiské prace bylo detekovat protilatky proti Neospora caninum a
Toxoplasma gondii u loveckych pst z jizni Italie a stanovit rizikové faktory (pohlavi, vék,
velikost psi a psi smecky atd.) této infekce. Dalsim cilem bylo statisticky analyzovat
vysledky sérologického vySetfeni v zavislosti na rizikovych faktorech a porovnat je s
vysledky z jinych podobnych studii.

V teoretické ¢asti bakalarské prace je popsan zivotni cyklus obou parazitii, zptisoby
prenosu infekce, klinické piiznaky, zplisoby diagnostiky, mozna 1écba a prevence. Dalsi ¢ast
bakaldiské prace se zamétfuje na seroprevalenci obou paraziti u pst a to predevSim v

Evropskych zemich.

V praktické ¢asti bakalaiské prace je popsan materidl a metodika. Béhem odbéru krve
psu byly zjistény udaje pro statistické zpracovani vysledki. Pfitomnost protilatek proti
N. caninum a T. gondii v sérech pst byla detekovana neptfimym imunofluorescencnich testem
(IFAT). Protilatky proti N. caninum a T. gondii byly zjistény u 14,8 % a 23,6 % loveckych
pst a 26,3 % psit mélo protilatky proti obéma parazitim. Na zdkladé modelu logistické
regrese pomoci chi-kvadrat testu pro P < 0,05 nebyla zji¢téna zadna zavislost pozitivnich
vysledkl serologického vySetfeni a testovanych rizikovych faktorti (hodnoty byly statisticky

nevyznamne).

Zjisténa seroprevalence N. caninum a T. gondii u loveckych pst z jizni Italie patii mezi

v

loveckych psi, vpfipadé N. caninum byl pouzit vétsi pocet vzorkil s porovnanim

s pfedchozimi studiemi.
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