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ABSTRAKT

Trichomonady jsou anaerobnictkiovci zahrnujici komenzalni a parazitické druhtgikse
¢asto vyskytuji v zaZivacim, respirdm a urogenitdlnim traktu obratlavoscetre psi a kasek.
U téchto hostitel byli v Ustni duti@ popséani dva komenzalov@etratrichomonascanistomaea
Tetratrichomonas felistomae V zaZivacim traktu @s a kaek byl pak popsan komenzal
Pentatrichomonas hominisktery se také vyskytuje u jinych sdvovcetns lidi, a patogen
Tritrichomonas foetus zpisobujici chronické @mové onemocéni u kaek. Ackoli jsou
trichomonady u psa kasek pravépodobré kosmopolité rozsteny, jejich vyskyt WCeské republice

neni znam.

Cilem této studie bylo (i) rozliSit druhy trichomih gfitomnych v oralni dutié psi a katek
a ziskat pedkEZna epidemiologickd data a (ii) prokazaftgmnost Tritrichomonas foetuau pgi
a kasek v Ceské republice a stanovit potencialni rizikové dakts nakazou. fitomnost trichomonad
u pgi a katek byla diagnostikovana kultivaci a pomoci ,nestB€R. Uteni trichomonad do druhu
bylo provedeno na zékladsekverini a fylogenetické analyzy Useku genu ITS1-5.8SrRIN82.
Dodatén¢ druhova pislusnost byla asfena morfologicky. Trichomonady byly diagnostikovany
u riznych populaci gs a katek a informace o kazdém #efi Wetrg zdravotniho stavu byla
zaznamenana do dotazniku. Z epidemiologickych dda pomoci postupné logistické regrese

zjiStovana souvislost mezi infekci trichomonadami a dgnaiickymi a zdravotnimi faktory.

V této préci byl popsan novy druh trichomonéady rddichomonas Ustni dutiny psa kaek,
pro ktery bylo navrzeno jméndrichomonas brixi V Ustni dutig psi a kaiek byl rovréz ne&ekare
zjisten vyskyt lidského komenzalBrichomonas tenaxDiive popsani dva komenzalové z Ustni dutiny
psi a kaiek Tetratrichomonas canistomaeT etratrichomonas felistomaeebyly v této studii nalezeni.
V zazivacim traktu kiek byl poprvé Ceské republice zji8h vyskyt patogenniho prvoka
Tritrichomonas foetus jeho vyskyt je pravgbodobny roviZ i u psi. Celkova prevalence oréalnich
trichomonad bez rozliSeni druhu uapsyla 45,2 % (57/126) a u kek 19,3 % (26/135). Prevalence
Trichomonas brixv Ustni dutig psi byla 30,6 % (34/111), u kek byla 6,6% (8/122) @&richomonas
tenaxbyla u p& 8,1 % (9/111) a u Kek 4,1 % (5/122)Tritrichomonas foetubyl nalezen u 36 % fis
(4/11) a 21,9 % kiek (16/73). Navic byl v intestinalnim traktu zfi§tPentatrichomonas hominis 4
ze 73 kaek, zéehoz d¢ byly také pozitivni nal. foetus NaSe studie prokazala vyskyt foetus

v Ceské republice a rozlidila druhy orélnich trichodom pd a kasek.

Kli éova slova:TrichomonasTetratrichomonaskultivace, nested PCR, prevalence.



ABSTRACT

Trichomonads are anaerobic flagellated protistsaha either parasites or commensals. They
frequently inhabit digestive, respiratory, and w@oitpl tracts of vertebrates, including domestits ca
and dogs. In these hosts, four trichomonad spéeisdeen describedetratrichomonas canistomae
and Tetratrichomonas felistomae that are commensals of the host oral cavity;
Pentatrichomonas hominis commensal of intestinal tract that could bentbin dogs and cats but
also in other mammals including humans; and pathiogé&ritrichomonas foetusthat causes,
in addition to cattle infection, feline intestirtalchomonosis. Although, trichomonads in dogs aais ¢
are probably of cosmopolitan distribution we hawe information about their presence in Czech
Republic.

The first aim of this study was to distinguish tgpe trichomonads present in the oral cavity
of dogs and cats and to get preliminary epidemioldglata. The second aim was to demonstrate the
presence ofritrichomonas foetui cats and dogs in the Czech Republic and tdifggootential risk
factors for the disease. Cultivation and nested R@Re used to determine the presence of
trichomonads in dogs and cats. Sequencing and géyédic analysis based on ITS1-5.8rRNA-ITS2
gene sequence was used to identify species oftesotaichomonads. A cross-sectional study was
conducted involving cats and dogs from differenpyiations. Host management information was
assessed through a questionnaire. Odds ratios W@RP5% confidence intervals and P values were
calculated by stepwise logistic regression to ed@mthe magnitude of association between

demographic information and the trichomonad intecti

In this study we describe a néwichomonasspecies from the mouth of dogs and cats, which
we suggest to be nameltichomonas brixi Unexpectedly, we also found another trichomonad
inmouth of dogs and caf&richomonas tengxwhich is known as a commensal from the mouth of
human. None of isolated samples belong to prewodsEkcribedTetratrichomonascanistomaeand
Tetratrichomonadelistomae For the first time was identifietritrichomonas foetug cats in Czech
Republic, with probability of occurrence also ingdo The prevalence of all oral trichomonads
(without species differentiation) was 45,2 % (5BL2n dogs and 19,3 % (26/135) in cats. The
prevalence offrichomonas brixifrom the mouth of dogs and cats were 30,6 % (33/Ahd 6,6%
(8/122), respectively and dfrichomonas tenawere 8,1 % (9/111) in dogs and 4,1 % (5/122) is.ca
Tritrichomonas foetusvas found in the intestine of 36% of dogs (4/14d 21,9 % of cats (16/73).
FurthermorePentatrichomonas hominiwas detected in 4 out of 73 cats, of which two evalso
positive forT. foetus Our study demonstrated the occurrencd .doetusin the Czech Republic and

distinguished species of oral trichomonads in dog$cats.

Keywords: TrichomonasTetratrichomonascultivation, nested PCR, prevalence.
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1.UvoD

Trichomonady, anaerobnidikovci patici dofiSe Excavata, zahrnuji komenzalni, parazitické
a rekolik mélo volrg Zijicich drulih (2010). Z hlediska humanni mediciny je nejvyzn&sim
patogenemTrichomonas vaginaljs ktery zmisobuje kosmopolith rozSfené sexuakh prenosné
onemocgni. Méré patogenni je drubientamoeba fragiliparazitujici ve sevech. Naproti tomu za
komenzaly jsou @loveéka povazovany druhyrichomonas tenax etratrichomonasp. Zijici v dutig
astni (Honigberg & Burgess 1994; KutiSoetaal. 2005) aPentatrichomonas hoministlustého seva
(Davaine 1860; Honigberg 1990). Jejich patogennémoél je vSak stale diskutovan. Parazitické
druhy vyznamné z hlediska veterinarni mediciny jsayriklad Tritrichomonas foetugzpisobujici
sexual® prenosné onemoéni skotu (Riedmdaller 1928; BonDurant & Honigberc®4) Histomonas
meleagridis zpasobujici akutni mjmové onemoceni kritat (BonDurant & Wakenell 1994;
BonDurant & Honigberg 1994) Cochlosoma anatiparazitujici v gastrointestinalnim traktu kachen
(Peckaet al. 1996; Hamplet al. 2006) aTrichomonas gallinagostihujici horni zaZivaci trakt ptak
(Stabler 1954; BonDurant & Honigberg 1994).

Zvitata Zijici v¥sné blizkosti ¢lovéka, jako jsou psi akky, byvaji osidleny jak
komenzalnimi, tak i parazitickymi druhy trichomonad/znamnou trichomonadou v této skupije
Tritrichomonas foetus zpasobujici  chronické @jmové onemoctni u kaiek. U ps$ byl
Tritrichomonas foetupopsan také, nicméngeho patogenni viiv na hostitele neni znam. Wekoa pd
nalezneme ve ivech takéPentatrichomonas hominigtery je povaZzovan za komenzala s Sirokym
hostitelskym spektrem. Z dutiny Ustniaps katek jsou popsany komenzalni drufigtratrichomonas
canistomagHegner & Ratcliffe 1927a), respektiVetratrichomonas felistomagglegner & Ratcliffe
1927b).

V mnoha zemich Evropy byl v poslednich letech zamrean vyskyt infekcTritrichomonas
foetusu kasek, vCeské republice v3ak zatim popsan nebyl. Na zakdaatlii z kolika evropskych
zemi se domnivame, Z&ritrichomonas foetusse vCeské republice prag¥godobr vyskytuje
a z tohoto dvodu jsme se rozhodli prekit vyskyt této infekce u kiek na GzemiCeské republiky.
V poslednich deseti letech je t&hveSkery vyzkum trichomonad u domacichravv Evrog zantien
praw naTritrichomonas foetus katek, avSak studium ostatnich dfule zn&n¢ zatlateno do pozadi,
a zejména pak studium vyskytu trichomonad Zijicialistni duti psi a kaiek. Tetratrichomonas
canistomadoyl sice opakovahdiagnostikovan, jeho epidemiologie je v3ak spaledli Je&t mért je

znamo ol etratrichomonas felistomae



2.CILE PRACE

Z vySe uvedenychtvoda jsme se rozhodli zabyvat problematikou trichomonduti a kasek

hloubgji, a to s nasledujicimi cili:

1) Prokazat pitomnost Tritichomonas foetusu psi a kasek v Ceské republice a stanovit

potencialni rizikové faktory onemoémi.

2) Rozlisit druhy trichomonad iffiomnych v oralni duti psi a kaiek a ziskat fedkEZzna

epidemiologicka data.



3.LITERARNI P REHLED

3.1. Trichomonady

Trichomonady pdt do kmene Parabasalia, ktery je charakteristi¢gkpmnosti parabazalniho
aparatu, extranuklearnihglitiho Weténka (Brugerolle 1975) a hydrogenozo(ivitiller & Lindmark
1978; Cerkasov et al. 1978). Druhy parabasafidbyly tradiéng tiidény na zaklad morfologie
a ultrastruktury jejich cytoskeletu (Brugerolle 89'Brugerolle 1991; Honigberg 1963). P&zdyl
tento kmen rozgélen, diky novym morfologickym, molekularnim a fykgetickym analyzam, do Sesti
tiéid: Trichomonadea, Tritrichomonadea, Hypotrichontw# Cristamonadea, Spirotrichonymphea
a Trichonymphea(lepitka et al.2010).

Zastupci tid Trichomonadea a Tritrichomonadea Zijiteyaz® endosymbioticky i
paraziticky, nejastji v zazivacim traktu obratlovici bezobratlych (Honigberg 1963). Pouzikalik
malo zastupi téchto dvou tid je volrg Zijicich (Honigberg 1963 epitka et al.2010). Trichomonady
diagnostikované u fisa kaiek pati praw do dvou vySe zmiimych #id a proto veSkeré niZze uvedené

informace budou za#heny pouze na popis charakteristikghto dvou tid a jejich zastupc

3.1.1. Morfologie

K endosymbiotickému a parazitickémuigpbu Zivota jsou trichomonadyippusobeny svou
morfologii a anaerobnim metabolismem. Trichomonadyaji pleomorfni biiky, obvykle
hruskovitého, ovoidniho neboretenovitého tvaru. Trichomonady seétdimou vyskytuji v hiikaté
forme¢ a rekteré se za ditych okolnosti iini na améboidni organismus nebo pseudocystu (Hergghb
1963). Burcné €lo je kryto plazmatickou membranou, ktera utnge trichomonddam adhezi

ryZ

endocyt6zou, fagocyt6zou nebo pinocytdézou (viz igbarg 1963; BonDurant & Honigberg 1994).

Mezi cytoplazmatické organely pamohutré vyvinuty Golgiho komplex, jehoZ cisterny o
spolu s zihanymi fibrilami parabazalni aparat. Praedle tohoto komplexu byl pojmenovan kmen
Parabasalia. Tvar parabazalniho aparatu je jedniomavacich znak Trichomonad. Naiklad
Trichomonastenax aTritrichomonas foetuscharakterizuje ®ovity parabazalni aparat(Brugerolle
1976) a rodletratrichomonas Pentatrichomonasliskovity parabazalni aparat (viz. Brugerolle 1976
Honigberg & Brugerolle 1990; BonDurant & Honigbel§94). Trichomonady vlastni modifikovanou
mitochondrii tzv. hydrogenozdm, ktery byl poprvéppan a biochemicky analyzovan pfay tchto
organisni (Lindmark & Muller 1973;Cerkasovet al. 1978) . Hydrogenozém je organela o velikosti
0,3-1,2 um aje ohratgéna dvojitou membranou, fipemz vnitni membrana netwd kristy.

Hydrogenozém nema vlastni genom, vSechny protesoy jkG6dovany v ja&, syntetizovany v



cytoplasn¢ a importovany do hydrogenozému na zaklagynalni sekvence (Lahti & Johnson 1991).

Hlavni metabolicka draha hydrogenozémuddpé v remené pyruvatu a malatu na acetéat, ATP, vodik

a CO2 (Muller 1993). Mezi dalsi funkce hydrogenomospada tvorba Zelezo-sirnych (Fe-S) center
(Sutaket al.2004).

Vyznamnymi cytoskeletélnimi strukturami trichomon@du axostyl, pelta a kosta. Axostyl
a pelta jsou sloZeny z mikrotuliula tvai dominantni opornou strukturu itky. Proximalni cast
axostylu je roz¥ena v capitulum &asté&né objimé jadro. Distélni konec axostylu obvyklecriva
ven z buiky. U rodu Trichomonas TetratrichomonasaPentatrichomonasse axostyl kontinuatn
suZuje smrem k posteriornimu konci, u roduitrichomonasma relativié stejnou §ku po celé délce
buné¢ného &la a na konci tvii Spicku. Pelta naseda na axostyl n@dni stras buiky nad jadrem
a zpeviuje misto odstupu bika od bazalnich &isek (kinetozém) (Brugerolle 1976; Benchimol
2004).

Trichomonady jsou charakterizovarteimi az @ti prednimi béiky a jednim zptnym bitikem,
ktery obvykle tvéi undulujici membranu. Undulujici membrana umoZnpgyb ve viskdznim
prostedi (obsah #tva, poSevni sekret). Undulujici membranaggimou podloZena silnou Zihanou
fibrilou — kostou, ktera prawgpodobré slouZi k tlumeni nar@zundulujici membrany. Podle &gobu
Zihani se rozlisuji dva typy kosty, které naskediouZi jako daldi diagnosticky znakepicka et al.
2010). Rody Trichomonas TetratrichomonasaPentatrichomonasobsahuji kostu typu B arod
Tritrichomonaskostu typu A (Brugerolle 197@&epicka et al. 2010). Rozdil mezi rodeffrichomonas
aTritrichomonasje i v postaveni rekurentnihociku k undulujici membran kdy v prvnim pipadt
naseda Wik z boku, tzv. lameliformni typ, v druhém naseda vrcholku, tzv. "rail-form typ"
(Brugerolle 1976 epicka et al. 2010). Zatimco undulujici membrana u rotlichomonaskorgi ve
dvou ftetinach &la a btik nepokr&uje volnou ¢asti, u roduTetratrichomonaskorgi ve tech
¢tvrtinach s odstupujici volnodasti zgtného béiku. U rodu Tritrichomonas a Pentatrichomonas
dosahuje undulujici membrana az ke kondikyua ma taktéz volnotast zgtného béiku (Brugerolle
1976; Honigberg & Brugerolle 1990).

3.1.2. Bunéény cyklus

Trichomonady maji jednoduchy vyvoj, ve kterém damgnstadium trofozoita. Trofozoiti se
rozmnoZzuji binarnim denim a maji specificky typ jadernéhcelehi tzv. kryptopleuromitézu,
pii kterém se vytvd extranuklearni &ici vieténko a nedochazi krozpadu jaderné membrany
(Brugerolle 1975; Benchimol 2004). Trichomonadid tTrichomonadea a Tritrichomonadea maji
jedno jadro lokalizované \tedni ¢asti buiky. Geny jsou usg@dané do linearnich chromozém

a bthem replikace jsouiiomny vSechny mitotické faze (Drmaghal. 1997; Benchimol 2004).
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Trichomonady maji charakteristicky karyotyp se #téim a haploidnim pé&tem chromosorin
V rdmci vybranych dvouitd mé relative velky genom rodTrichomonasa Tritrichomonas(133—
177 Mb), naproti tomuretratrichomonas gallinarunma genom nejmensi (86 Mb) (Zulb&a et al.
2008).

Za nevhodnych podminek, ndgdad sniZzeni teploty, vyt¥étrichomonady pseudocysty neboli
nepravé cysty, kdy jde v podstad internalizaci mastigontu (Honigberg 1963)kaliv byla dive
pseudocysta popisovana jako degenerovan&cbanforma, v sotasnosti se povazuje za odgBi
stadium trichomonad, kterétuXe pomoci pezit nepiznivé podminky (Pereira-Nevest al. 2003;

Pereira-Neves & Benchimol 2009).
3.2. Trichomonady ustni dutiny psi a ko¢ek

3.2.1. Tetratrichomonas canistomae

V roce 1927popsali Hegner a Ratcliffe z astni dutinyagsichomonédu, kterou pojmenovali
Trichomonas canistomgglegner & Ratcliffe 1927a). Nicmémpodle morfologického popisu se jedna
o rod Tetratrichomonas, a proto bdpmenovan naletratrichomonas canistomagevine 1973;
BonDurant & Honigberg 1994).

Tet. canistomaama tvar typickych trichomonadidy Trichomonadea. Zipdni ¢asti vybihaji 4
anteriorni biiky stejné délky, které jsou dlouhéilgizné jako €lo bunky, zatimco péaty Wik je
zpétny, tvad undulujici membranu, kter4 dosahuje ke ko#la tlélky buiky, a nasled& vybiha ve
volnoucast. Pimérna délka biiky je 9 um a pimérna Sika 3,4 um (Hegner & Ratcliffe 1927a).

Obrazek 1: Morfologicky nékresTetratrichomonas canistomae dutiny Ustni psa. Barveno

hematoxylinem (Hegner & Ratcliffe 1927a).
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Hegner a Ratcliffe (1927a) zkoumali 2ZipsBaltimoru, ktéi byli chovani v laboratié a byli
starSi od jednoho &sice do jednoho roku. Stykipbyl umozZrén jen i cisténi kleci, ve kterych jinak
psi zili oddtleré. Tento kontakt i&jm¢ umoznil trichomonadam roz#ii se mezi vSechny psy.
Trichomonady byly ziskany wttem dutiny Ustni a zejména pak okal€h zuli, které vykazovaly
znamky periodontélniho onemaen (Hegner & Ratcliffe 1927a). Podabrbyl diagnostikovan
Tet. canistomaeu 15 p& z celkového p&tu 100 ve Francii vroce 1970, kde autoazn&ili

pritomnostTet canistomae duting Ustni jako moZnouifEinu gingivitid (Rousseeét al. 1970).

V roce 2000 bylTet. canistomaaalezen pekvapiv také u 72 letého pacienta ve Vargav

léceného na revmatoidni artritidu (Grytner-Ziecetaal. 2000).

3.2.2. Tetratrichomonas felistomae

Tetratrichomonas felistomabyl poprvé nalezen v USA u dvou z osmnacti iidetnych kaéek.

Pramérna délka byla 8,3 + 0,98 pm && 3,3 um (Hegner & Ratcliffe 1927bJet. felistomae
aTet. canistomaenozna paf do stejného druhu (Levine 1973). Gothe et al.2)98zoroval vyskyt
Tet. felistomagouze u koek, které nily zarsty dasni nebo tih na katici virové infekce, jako je
koci¢i leukemicky virus (FeLV) a koc¢i imunodeficientni virus (FIV) (Gothe et al. 199 Bowman
et al. 2003).

Obrazek 2: Morfologicky nékresTetratrichomonas felistomae Ustni dutiny koky. Barveno

hematoxylinem (Hegner & Ratcliffe 1927b).
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3.2.3. Trichomonas tenax

Taxonomie

PrestoZeTrichomonas tenakyl popsan z dutiny Ustioveka az v prvni polovi# 20. stoleti
(Dobell 1939), prvni zminka o tomto druhu pochdz zi roku 1773, kdy byla pozorovana
O. F. Mullerem. V literatte se sice vyskytuji synonyma@richomonas buccaligGoodey 1917)
aTrichomonas elongatéSteinberg 1862), ale prvni popis tohoto druhuligalal az Dobell roku
1939 (viz Honigberg 1990).

Morfologie

Tvar buiky je variabilni, nejasgji elipsoidni nebo ovoidni, délka b&mého &la se pohybuje
vrozmezi 4 — 13 um,&a 2 — 9 um.T. tenaxma ¢étyti anteriorni bEiky, undulujici membrana je
kratSi neZdlo buiky a neni pitomen volny zptny bicik. Parabazalni aparat ma typickygayity tvar

a je situovan dorzétnblizko jadra (viz Honigberg & Burgess 1994).

Obrazek 3: Morfologicky nakresrichomonas tenax Ustni dutiny¢lovéka dle preparatu barveného

protargolem (fevzato z Honigberg & Burgess 1994).
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Geografické rozsteni a hostitelé

Prirozenym hostitelenT. tenaxje ¢loveék a je kosmopolité rozSten. Krong c¢loveka byl

T. tenaxpopsan také u opic (Levine 1973; Wenrich 1947).

Patogenita

T. tenaxje povazovan za komenzala, nicraé&a ugitych okolnosti nize zgisobovat plicni
trichomoniazu (Hersh 19857.. tenaxbyl identifikovan nagiklad v pleuralnim vypotku (Leterrieat
al. 2012; Radosavljevic-Asiet al. 1994), empyému (Lewist al. 2003) a dalSich pleuropulmonalnich
infekcich (Mallatet al.2004; Dimasuay & Rivera 2014).

Epidemiologie

Prevalence

Prevalencel. tenaxv dutin® Ustni se u lidi pohybuje od 4 do 53 % a zavisgeagrafickém
pavodu a ¥ku vySetovanych osob (Hersh 1985). Wtddo pti let seT. tenaxténet nevyskytuje.
Nejcastji jsou postizeni lidé se Spatnou hygienou Ustlé § periodontalnim onemagrim (Segou
et al. 1993). Prevalenceé. tenaxu chronickych pneumonii, bronchitid a dalSich glitnonemoc#éni
se pohybuje od 10 do 53 % (Tumka, 1956 v KutiSetval. 2005; Kazakovat al, 1980 v KutiSovéet
al. 2005; Sardiset al, 1983 v KutiSovéet al. 2005; Segowvi et al. 1993; Leterrieret al. 2012;
Dimasuay & Rivera 2014).

Pienos

Prenos T. tenax z¢lovéka na cloveéka je zprodiedkovan slinami, zejména kapénkovou
nékazou, nebo pozivanim kontaminovanych pdkrapitné vody (Hersh 1985). Zdrojem
pleuropulmondlnich infekci je praggodobré dutina Ustni, kdy trichomonady mohou aspiraci
kontaminovanych orofaryngealnich sefirestoupit do dolnich cest dychacich (Leweisal. 2003),
nebo mohou byt zavedeny do dychaciho aparétogeracich pomoci kontaminovanych inhalator
a jinych operanich gredntta (Leterrier et al. 2012). MozZnou ficinou pleuropulmonalnich infekci
muze byt roviZ aktivni migrace prvakz dstni dutiny do dolnich cest dychacich (Dimas&aivera
2014). Zda jeT. tenaxpouze komenzal nebo patogen neni dosud zcelanghiagLewiset al. 2003).
Plicni infekce zpsobenéT. tenax jsou pedevsim hlaseny uimunosuprimovanych lidi trpicich
nagriklad rakovinou nebo plicnimi nemocemi (Hersh 198&yis et al. 2003; Radosavljevic-Asiet
al. 1994). Je proto pra¥godobné, Z€eT. tenaxmizZe zmsobit sekundarni infekci, ovSem primérn
onemockni nevyvolava (Wangt al. 2006). K os¥tleni této problematiky bude v budoucnu zdpbt

dalSi vyzkum patogenniho potencidlutenax(Dimasuay & Rivera 2014).
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Diagnostika

Trichomonady z dutiny dstni jsou diagnostikovany gguta, bronchoalveolarni lavaZze,
nekrotické plicni tka#é a pleurainiho vypotku (Radosavljevic-Asit al. 1994; Mallatet al. 2004;
Dimasuay & Rivera 2014). Hlavni diagnostickou metode mikroskopické vySgni, kdy nativni
preparaty jsou vySgny nejlépe pod fazovym kontrastem, nebo jsou wzobarveny hematoxylinem
¢i protargolem. Pro vy3Si zachyt detek€e tenaxlze pouzit i kultivéni diagnostické metody.
V posledni dob se vyuziva pro detekci a identifikaci diutrichomonad molekularni diagnostika,
ktera speoiva v amplifikaci genu 5.8S rRNA d&iplusnych ITS1 a ITS2 (internal transcribed spacer)
regiorni pomoci PCR a nasledné sekvenaci PCR produktiue{sefl 1997).

Terapie

Infekce T. tenaxv duting Ustni nejsou obvykle ¢&ny. Plicni trichomoniazy jsou dény
metronidazolem (Mallagt al.2004).

Pouziti molekularnich metod v diagn6ze plicniclkchtdmoniaz fispélo také k objeveni
novych druli podilejicich se na plicnim onema&oh. Nedavno bylo objeveno, Ze vedle tenax
muze plicni trichomonidzy Zisobovat i Tetratrichomonas sp. (KutiSova et al. 2005).
Tetratrichomonassp. byl nalezen u paciénts chronickymi respitmimi problémy v Estonsku
(KutiSovaet al. 2005) a u dvou pacieins pleuralnim empyémem v Mexiku City (Lopez-Escéareét
al. 2013). Separované izolatyetratrichomonassp. tvdi dw skupiny kmed z ,dutiny udstni*
a z ,pradusek” (KutiSovaet al. 2005). Pro tento druh tetratrichomonad byl navrigbzev
Tet. empyemagen@Lopez-Escamillaet al. 2013). Estonské kmenyetratrichomonasjsou velmi
blizce ibuzné KTetratrichomonas gallinaruma hrabavych ptdk Ukazuje se, Zdet. gallinarumje
ztejme komplex druli zahrnujici gkolik hlavnich skupin Cepicka et al. 2005; KutiSova et al. 2005).
Vzhledem k mozné hrozhtrichomonad na zdrawilovéka by n&l byt vice studovan vyznangdahto
trichomonad respitaiho traktu, stejajako by n&l byt kladen ¥tSi diraz na molekularni identifikaci
druhi pri diagnostice pvodce dychacich onemaani (Leterrieret al. 2012; Dimasuay & Rivera
2014).
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3.3. Jiné veterinarné vyznamné druhy trichomonad

z dutiny ustni

3.3.1. Trichomonasgallinae

Trichomonasgallinae je veterinars vyznamna trichomonéda ro#sha po celém st zpisobuijici
ptati trichomonidzu u rkkozobych ptak (Stabler 1954)T. gallinae postihuje horni zaZivaci trakt,
kde dochazi k patologickym zmam od mirného zé&tu sliznice aZz ke vzniku velkych kaseo6znich

Iézi, které mohou blokovat lumen jicnu (Perez Metsal. 1961).

Obrazek 4: Morfologicky nakrekrichomonas gallinaéle preparatu barveného protargoleife{yzato
z BonDurant & Honigberg 1994).

~0pm

[10p.m

tey

Rezervoarem trichomonad jsou velaijici latentr infikovani dospli ptaci holuba skalniho

(Columba livig. Trichomonady jsou fignaseny fimym kontaktem vnimavych ptaks infikovanymi
jedinci. Mohou se také ##f prostednictvim kontaminovaného krmiva a pitné vody. Kagbni infekci
holoubat dochazi ip krmeni rodti tzv. holubim mlékem (Stabler 1954). Cels®wa prevalence

T. gallinaeutadu Columbidae se pohybuje v rozmezi od 5,6 % dih 9Bmin et al.2014).

Trichomoniaza fedstavuje znmé nebezp# pro ohroZzené ptadruhy. Napiklad pro dravce,
ktefi se nakazi konzumaci infikovanych halubebo jinych ptak (Krone et al. 2005). Mimo
meékkozobé ptaky (Columbiformes) a dravcézaT. gallinaenakazit také jiné volnzZijici rady ptak.

Infekce T. gallinae byla zjiS€na u droj, papousk, hrabavych ptak a pvca (Ecco et al. 2012;
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Sansano-Maestret al. 2009). V Australii jeT. gallinae povaZzovana zaé¢kinou infekci voliérovych
andulek (McKeonet al. 1997). V poslednich letech je trichomonidza pogsa jako nebezpaé
infekéni onemocwini pinkavovitych v Evrop. Prvni vyskyt onemoemi byl v roce 2005 ve Velké
Britanii, kde doSlo na podzim k smrtelné epidenginlavovitych (Lawsoret al.2011). Migraci&chto
ptaki byla trichomoniaza dale ro¥éha do Svédska, Norska a Finska (Neimahial. 2010). V roce
2009 byla zvySena umrtnostgnkavovitych v disledku trichomonidzy prokazana také v severnim

Némecku, v roce 2010 ve Francii a v roce 2012 aZloargku (Gana®t al.2014).

3.4. Stirevni trichomonady u pdi a kocek

Strevni protozoarni infekce jsou Siroce rdefly po celéem €, zejména v rozvojovych
zemich. Trichomonady jsou dkkzitymi enterobiotickymi druhy hned vedle dfuhGiardia
aEntamoeba Stevo p$ a kaitek obyvaji pevazri dva druhy trichomonéad, a teentatrichomonas
hominis aTritrichomonas foets. V dnesni dob probihaji pedevsim studie o epidemiologii diti

trichomoniazy zfisobenéTritrichomonas foetus

3.4.1. Pentatrichomonas hominis

Taxonomie

Jiz na poatku 20. stoleti bylo popsano hnegkolik druhi trichomonad ve gevechéloveka.
Mezi nefastji popsané pdily: Trichomonasintestinalis (Leuckart 1879),Trichomonas hominis
(Davaine 1860)a Pentatrichomonas homini@®avaine 1860). Na zakladmorfologickych studii
navrhl Wenrich v roce 1931 pro tyto organismy jetdganazeviPentatrichomonas homini@enrich
1931). Ze deva fiznych druli zvitat bylo popséano, podobnjako u ¢loveka, rekolik druhi
trichomon&d. Najpklad Trichomonas hominisbyl popsan u poloopic (Honigberg 1990),
Pentatrichomonas felig kacek (Tanabe 1926Rentatrichomonas macropi klokari aTrichomonas
microti u hraboSe polniho (Wenrich & Saxe 1950). Na zak&bdy morfologickych zndikse z&alo
v poloviré padesatych let dvacatého stoleti uvazovat o e nazvu pro tyto organismy. V roce
1944 Wenrich navrhl, Ze trichomonady &ippiednimi btiky popsanymi ze gtva lidi, opic, koek,
psi a krys pat do stejného druhu (Wenrich 1944). Ke stejnémwnéazse pipojili i Kirby (1945)
a Honigberg (1963) a na zaktathorfologickych studii poloh biku, pelty a axostylu bylo navrZzeno
jednotné jméno pro vSechny tyto intestinalni prvolBentatrichomonas hominigKirby 1945;
Honigberg 1963).

Morfologie

Trofozoiti P. hominismaji typicky elipsoidni nebo hruSkovity tvar a diosg délky 6 — 14 um a iy
4 — 6,5 um. RodPentatrichomonage charakteristicky jednim 2mym a ti prednimi bEiky, kdy
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Ctyfi jsou popisovany jako anteriorni a paty jako pastai, ktery nemusi bytiftomen. Zgtny bi¢ik
tvofi undulujici membranu, ktera je steéjdlouha jako délka hiky trofozoita a pechazi ve volnou

¢ast zgtného béiku (viz Honigberg & Burgess 1994).

Obrazek 5: Morfologicky nakreBentatrichomonas hominidle preparatu barveného protargolem

(prevzato z Honigberg & Burgess 1994)

Geografické rozsteni a hostitelé

P. hominisje kosmopolite rozSfen, alecastji se vyskytuje zejména v teplych a vihkych
oblastech. P. hominisse vyzné&uje Sirokou hostitelskou specifitou. Krénkocek, psi a lidi, obyva
zazivaci trakt mysi, krys, ié&cka, prasat, koz, skotu a poloopic (Wenrich 1944; hevil973;
Smejkalovaet al. 2012; Dimasuay & Rivera 2013). V roce 2013 byltéeprvok poprvé izolovan

i ze sovy a hroznySe (Dimasuay & Rivera 2013).

Izolaty P. hominislze na zaklag fylogenetické analyzy génl8S rRNAfadit do ti skupin.
V prvni skupiié jsou izolaty ze zwat (skot, kéka a pes), v druhé geti skupir jsou EZni lidsti

komenzélové (Kinet al.2010) viz obrazek 6.
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Obrazek 6: Analyza sekvence genu 18S rRReéntatrichomonas hominidNeighbor-Joining (NJ).
Délka kazdé &tve je unérna mnozstvi evolini vzdalenosti mezi jednotlivymi druhy. d¥itko udava

0,2 substituce (opravené) na zékladni par (Kiral.2010).

Pentatrichomonas hominis (DQ899948) T
Pentatrichomonas hominis (DQ412642)
Pentatric hominis (DQ412641)
Pentatrichomonas hominis (DQ412640) Clade 1
97 | Pentatrichomonas hominis (DQ412643)
Pentatrichomonas hominis (AF124609)

97 [Pentarrich hominis in dog with diarrhea | =

Pentatrichomonas hominis (AY349187)
Pentatrichomonas hominis (AY245137)
62 Pentatrichomonas hominis (AF342741)

Clade 2
Pentatrichomonas hominis (AF156964) e

Pentatrich hominis (AY758392)
Pentatrichomonas hominis (U86616)

Pentatrichomonas hominis (Z18258)

Pentatrich hominis (AF288745)
Pentatr ich hominis (AF288744)
62_ P Pentatrichomonas hominis (Z.18250)

Clade 3

Pentatrichomonas hominis (Z18259)
74 | Pentatrichomonas hominis (AY886880)

| Pentatrichomonas hominis (AY886879)

Patogenita

ey

P. hominisje povaZzovan za neSkodného komenzéla Zijicihestaldim konci tenkého igtva,
v tlustém a slepémigtvu obratlové (Honigberg 1990; Wenrich 1944). Zagitiych okolnosti niZze
P. hominis zpisobit abnormality v zaZivacim traktu vedoucim kijmtm (Yang et al. 1990;
Compaoréet al. 2013; Mosteglet al. 2012; Gookinet al. 2005). NefasgjSi pricinou je zejme
premnoZeni trofozoit, a to zejména u nakaZenycitich lidi se snizenou imunitni odpmh (Shaio &
Chen 1989; Compaorét al. 2013). V jinych pipadech se jedna o smiSené infekce s dalSimi prvoky
jako napiklad Entamoeba histolyticaGiardia intestinalis,nebo také s bakterien@ampylobacter
aShigella (Chunge et al 1992). V takovychto kombinacich se mohou é&ti ca novorozaat
vyskytnout urputné a Werpavajici piijmy (Yanget al. 1990; Chungeet al. 1992). VySsi ndkazR.
hominisu cti nez u dosgdych odpovida #ejme nedostaténym hygienickym néavykm.

Mimo gastrointestinalni trakt byP. hominis nalezen v exsudatu pohrudniho vypotku
u Zeny s fatalnim systematickym lupus erytematoGlangwutiwveset al. 2000) au jiné Zeny
ve vaginalnich vzorcich (Crucitgt al. 2004).P. hominisbyl také pozorovan u skotu tgukozky
byka (Walker et al. 2003). Experimentalni studie vSak neprokazatpavajici infekci trofozoit
v genitdliich jalovicP. hominispravdpodobré kontaminuje genitalni trakt pouze vzaqioboet al.
2007).
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U kocek a pd nebyly pozorovany Zzadné patologickéémm zpisobenéP. hominis Nicmérg
se fedpoklada, Ze k navozeniupnu dochézi fi premnozZeni trofozoit ve stevech afi infekci
mladych imunité nezralych jedinké — S&nata od 7 tydé do 9 mésial véku (Gookinet al. 2007a;
Levy et al.2003; Tolbertet al.2012; Mostegkt al. 2012; Grelletet al. 2013). VySSi vnimavost&tat
k infekci trichomonadami byla prokdzéna i experitaé® (Simic 1932 v Gookinet al. 2007a).
Patogenni fisobeniP. hominisby mohlo byt zavislé na koinfekce s dalSimi payagGookin et al.
2005; Gookiret al.2007c; Tolberet al.2012).

Epidemiologie

Prevalence

PrevalenceP. hominis u lidi je popisovdna vrozmezi od 0.1% do 30.9%avislosti
na geografické lokalizaci (viz Honigberg 1990). Zujici se prevalencé. hominisje pimo
asociovana s chudymi soci&gekonomickymi podminkami. Diky roZginé turistice rize byt

P. hominismnohentastji transportovan z tropického regionu do Evropy ¢@licz et al.2004).

Na zaklad mikroskopickych vy3deni a mikrobiologickych Kkultivaci se pohybovala
prevalence trichomonad utped 0% do 30% z (Fukushined al. 1990; Burrows 1967 v Grellet al.
2013). Trichomonady vSak nebyly identifikovany malrnimi technikami a neni jednozmet
znamo, zda se jednalo vZzdyPohominis Existuje pouze #kolik malo studii, ve kterych byP.
hominisidentifikovan. Ve studii z USA byP. hominiszjisttn u 4 ze 104 pis(Gookin et al. 2007a)

a v jiné studii u 18 z 19 pgTolbertet al.2012). V jizni Koreji byly zji&ny ti ptipady infekce ze 14
vySetovanych &fnat s pfijmy (Kim et al. 2010). Ve studii na Filipinskych ostrovech B/ hominis
izolovan ze vSech sedmi vyEatanych p8& z miznych lokalit (Dimasuay & Rivera 2013). Ve Francii
byl P. hominisnalezen u 34 z 215&at (Grelletet al. 2013). Ve studii Gookiret al. (2005) byla

pozorovana smisSena infekPehominiss T. foetusu Sénéte.

Na rozdil od p8, neni prevalence u kek P. hominiszcela jasna, ato zejménaukv
zanenovaniP. hominiszaT. foetus NavicP. hominissecasto u kéek vyskytuje spokné s infekci
T. foetus(Gookin et al. 2007c). Samotné infekce jsou popsany ojadiMostegl et al. 2012).
P. hominisse vyskytl u 2 ze 103 vzaikrusu k@&ek odebranych na Kgich vystavach a u 3 ze 140
vzorka trusu k@ek vySetovanych kwli podezeni na infekcil. foetus V této studii nebyP. hominis
identifikovan v Zadném vzorku, ktery by nebyl poaif zarovér naT. foetus(Gookin et al. 2007c).
V jiné studii bylP. hominisidentifikovan ve sevech pouze 1 ze 102dak (Mosteglet al.2012).

Pienos

P. hominisse enasi z hostitele na hostitele fekalralni cestou, kontaminovanou vodou

a potravou, bez transformace na odolna stédieysty. P. hominisje schopny fezit ve vhodném
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prostedi @i teplo€ od 5 °C do 31°C ¢kolik hodin aZ 8 df v podol& pseudocyst (Honigberg 1990).
Bylo prokdzéano, ZeP. hominis miZze byt genesen téZz hmyzemyusca domesticaCynomia

cadaverinaalucilia sericata(Hegner 1928).

Diagnostika

P. hominigie diagnostikovan z trusu, egstji za pouZziti mikroskopickych technik, Ize pouzit
ale i molekularni metody. Pro detekei hominisze vzorku trusu byly vyvinuty specifické primery
na amplifikaci genu 18S rRNR. hominis(Crucitti et al. 2004; Gookinet al. 2007a). Metoda, kterou
Ize pouZit pi detekci trichomonad fifmo ve tk&nich, je chromogeniri situ hybridizace (CISH).
Trichomonady lze zjistit pouzitinfitraznych prob: prvni préba je specificka geal Trichomonadida
(OT probe); druha je préeled Tritrichomonadidae (Tritri probe) &eti je specifickd pr&. hominis
(Penta hom probe) (Mosteght al. 2012). P. hominis je moZné zachytit vtrusu i kultivaci
v Diamondo¥¢ mediu a kultivanim systému InPoud¥ TF (Ceplechaet al. 2013; Gookinet al.
2007c; Grelletet al. 2013). Identifikovat trichomonady amplifikaci DNI&e i z uchovanych néti
stolice obarvenych Chlorazol Black E (CBE). Vdndth obarvenych CBE je DNA stabilni
po dlouhou dobu a diky tomu Ize ztakového materiétit druhy gitomnych stevnich prvok
(Morimoto et al.2013).

Lécba
Na |&bu P. hominisneexistuje Zzadné dopa@ené I€ivo. U lidi jsou pouzivany imidazolové

preparaty jako je metronidazol (Chomiet al. 2009; Compaor@t al. 2013). Metronidazol je takeé

nejcastji pouzivan pi 1écb¢ prajmi u psi (Fukushimaet al. 1990; Kimet al.2010).

3.4.2. Tritrichomonas foetus

Tritrichomonasfoetusje vyznamny parazit Zigobujici sexuakhpirenosné onemoéni skotu,
které vede k potram a infertilitt. Je tak ficinou vysokych ekonomickych ztrat v chovu dobytkagR
& Crews 2006). Red deseti lety bylT. foetusrozpoznan jako jpvodce kdaici trichomoniazy
projevujici se pijmovym onemocenim tzv. ,large-bowel disease” (Lewt al. 2003).T. foetusbyl
také nalezen veigtvech p8& (Gookinet al.2005).

Taxonomie

Vroce 1843 byl popsanTritichomonas suis jako komenzal znosni dutiny
a gastrointestinalniho traktu prasat (Gruby & Dataf 1843).T. foetusbyl popsan z urogenitalniho
traktu skotu vroce 1928 (Riedmiller 1928). V mdrfpi a kultivainich vlastnostechrl. suis
aT. foetusnebyly nalezeny Zadné rozdily a v 50. a 60. lete@h stoleti byly prokazany podobné

fyziologické charakteristiky obou driihjako napiklad sdileni stejnych antigéna cross-infetni
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experimenty. Identita drih byla definitivie prokdzana aZz na zakkddalSich analyz,
ultrastrukturélnich aiedevSim molekularnich: nahadramplifikovanych polymorfickych DNA
analyz, enzymatickych homogenit a sekirénh identit rRNA (Tachezgt al. 2002; Lunet al.2005).
Vzhledem Kk pravidlm stanovenym mezindrodni komisi zoologické nomeokfaby n®l mit
prednost nazeV. suispiedT. foetus coZ by znamenalo, ZB foetusie nazvem neplatnym. &&ina
studii a publikované literatury o tomto parazitegiak pouZiva nazeV. foetus Bylo tedy navrzeno
potlatit starSi jménoT. suis a nadale pouZzivat juniorské synonymuf foetus jako nomen
PROTECTUM (Tachezgt al.2002; Slapetat al.2012).Reeni otazek souvisejicich s taxonomickou
klasifikaci T. suisje povazovano zaiteZzité, protoze nakaze. foetusu skotu se musi povigrhlasit

v mnoha zemich. Zéma jmen niZe vyvolat problém ve stanoveni prevalence @ail.2013).

JelikoZz byl T. foetusnalezen i u kéek, vyvstala otazka, zda je izolat zkg odliSny
od izolatuT. foetusze skotu, pafipact n¢jak adaptovany. Bylo zji8ho, Ze sekvence izofall. foetus
Z katek vykazuji polymorfismus v oblasti ITS2 na rozdd sekvenci bovinnich izofat Jedna se
o0 jednonukleotidovy polymorfismus (T udek a C u skotu), diky kterému Ize rozliSoVatfoetusna
"kogi¢i genotyp" a "bovinni genotyp” (Slapeta al. 2010). Nukleotidové a aminokyselinové rozdily
mezi genotypy v cysteinoveé proteaze 8 (8ual.2012) a genetické vlastnosti na zaklatbng&niho
faktoru (EF)e genu (Reinmannet al. 2012) ukazuji moznou adaptaci jednotlivych gendtyp
k hostiteli. Ve studii Stockdale a kol. (2007) by&isttny minimalni rozdily v infeknosti mezi
koc¢i¢im a bovinnim izolatem; bovinni genotylp foetusbyl schopen infikovat slepéieto kaky,
a stejrt tak i kai¢i genotypT. foetusnaakovany do reprodudniho traktu skotu byl schopentgobit
endometritidu (Stockdaleet al. 2007). Stockdale a kol. (2008) se domnivaji, Zelogické
a molekularni rozdily pozorované mezi ¢kdmi a bovinnimi izolaty T.foetus prevySuji
vnitrodruhovou variabilitu. Naproti tomu schopnogenotyi T. foetus navodit onemoaini
v opa&ném hostiteli ukazuje na to, Zed&d ani bovinni genotyp neni zcela hostitelsky spelkyf
(Slapetaet al. 2010). Je mozné, Ze nizka hostitelska specifitaojeazemcasné molekularni
diverzifikaceT. foetusna nové genotypy. Nelze tedy vytituschopnosfT. foetusnakazit nové druhy
hostitefi (Profizi et al.2013).

Morfologie

T. foetusma wetenovity tvar a i priblizné 10 — 25um x 3 — 12um (Kirby 1951).
Z anteriorni strany hkiky vybihaji ti predni béiky dlouhé 11 — 17um a jeden zgny, ktery vytvdi
typickou dolse vyvinutou undulujici membranu (Kirby 1951). foetus za girozenych i
experimentélnich podminek (rnaptresové podminky ¥jsiho prostedi, snizovani Zivin, ifitomnost
Iéka ¢i nahlé zmdny teplot) tvdi pseudocysty, které nemaji typickou cystovausta jsou kulovitého

nebo elipsoidniho tvaru s internalizovanymiciky (Pereira-Neveset al. 2003). Hlavni role
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pseudocysty jeiejme kratkodobd ochrana proti négmivym vngjSim podminkdm (Pereira-Neves
al. 2003).

Obrazek 7: Morfologicky nakregritrichomonas foetusdle preparatu barveného protargolensfitho
5 um (Tachezyet al.2002).

Geografické rozsfeni a hostitelé

T. foetusse vyskytuje kosmopolitna byl popsan ¥ady druli zvifat a vyjime&né i u ¢lovéka.
V zavislosti na druhu hostitele 3e foetuschova bd’ jako patogen nebo komenzal. U skdtufoetus
infikuje urogenitalni trakt, kde #igobuje zavazné endometritidy, ucké& zpisobuje chronické
praijmové onemoceni. T. foetusse vyskytuje ve Btvech p8, v nosni dutid a gastrointestinalnim
traktu prasat, kde jeho patogenita neni prokadz@oakKin et al. 2005; Tachezgt al. 2002; Mostegkt
al. 2011). Urogenitalni infekce. foetusbyla zaznamenana také u velblouwernery 1991) a dalSimi

potencialnimi hostiteli mohou byt malygZvykavci, kog a sriii zvéi (Levine 1973).

Skot

T. foetuszpisobuje u skotu bovinni trichomoniazu - sexdghenosné onemoéni vedouci
k abortim a infertilit skotu (Rae & Crews 2006). Zdrojem nakazy jsou gggmattti infikovani
byci, ktai mohou pendSet onemoéni po cely Zivot. Renos z byk na jalovice a kravy probiha
béhem péeni. Zavaznost onemoam u krav se liSi. Postupuje od mirnych &énpochvy nebo
endometritid az k akutnim z&idm reprodukniho traktu. U bezich krav miZe trichomoniadza veést
k abortim, mér ¢asto k embryonalnimu amri utero a rozvoji pyometry s nasledkem infertility

(Raeet al. 2004; Rodninget al. 2008). Byci jsou primarnimi nasia mohou znovu infikovat jiz

23



vylécenou kravuT. foetusmiZe perzistovat v endemickém stadu bez identifikao2,ma za nasledek

znatny ekonomicky dopad na dolkyfarmy (Rodninget al.2008).

Diagnostika bovinni trichomoniazy je zaloZzena nakroskopické identifikaci parazita
po kultivaci vygra z predkozky byk a vaginalnich sekrét krav. Pro kultivaci se pouziva
Diamondovo médium nebo konte dostupny kultivani systéminPoucH" (Lun et al. 2000;
McMillen & Lew 2006). K potvrzeni identifikace kuiMovanych organistih a vyloweni mozné
kontaminace ostatnimi druhy trichomonad se pouZR@R diagnostika na bazi amplifikace
5.8S rRNA, ITS-1 a ITS-2 regionu (Felleisen 1997).

Umgla inseminace roz&na v poslednich desetiletich vedla &&nk eradikaci bovinni
trichomoniazy ve $edni a zapadni EvrépV zemich, kde jsou rozsahla stdda mnozairazenym
pohlavnim stykem, je infekcE. foetusstale roz§ena (Raeet al. 2004; Rodninget al. 2008; Szonyet
al. 2012). Napiklad v USA kontrolu nad infekci &tuje i neexistencecinnych I&ebnych latek, které
by byly povoleny pro terapii u uzitkového dobytkBovoz zviat z €chto oblasti pedstavuje
potencialni riziko vzniku epidemie i v regionecliekbyla trichomonidza skotu paténa a povaZuje

se za dlezité poving testovat byky z dovozu (Bernascatial. 2014).

V sowasnosti se pracuje na vyvoji imunoprofylaxe (Cabal. 2009). GileZita je prevence,
jako je pouziti urslé inseminace, utrdceni nakazenychratyiopakovana kontrola bigh spermat

a vynena starsich bykza mladsi.

Prasata

T. suisse vyskytuje v nosni dutinZaludku, tenkém, tlustém a slepérfegt prasat. V prvni
poloviré dvacétého stoleti byl. suispovaZzovan zaivodce atrofické rymy prasat (Switzer 1951 v
Lun et al. 2005). Dalsi studie v3ak nepotvrdily kauzalni sslogt infekci trichomonad s timto
pras€im onemoc#nim a pozdji byla identifikovdna jin4 etiologie atrofické rym Praséi
trichomonéady se zaly povaZovat za neSkodné symbionty nazalni dwisfevniho traktu. Nicméh
nedavna studie poukazala na moznost fakultativitgeaity T. suisv tlustém sew prasat (Mosteg|
et al.2011).

Clovék

InfekceT. foetushyla identifikovdna ve dvourfpadech u imunosuprimovanych lidi (Okamoto
et al. 1998; Duboucheet al.2006). V prvnim fipadt se jednalo o pacienta s transplantaci perifernich
kmenovych bugk, u kterého se vyvinula meningoencefalitida asemi@ s pitomnostiT. foetus
(Okamotoet al. 1998). Ve druhém fifipadt byl T. foetusidentifikovan v bronchoalveolarni lavazi

pii zapalu plic u pacienta, ktery by infikovan viréthv (Duboucheret al.2006).
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3.4.3.  Trichomoniaza psi

Trichomonady byly ojediéle nalezenyu psi s pijmy jiz od p&atku devatenactého stoleti
(Simic 1932 v Gookiret al.2007a). Teprve na patku 21. stoleti se zjistilo, Ze na infekci se pejdi
dva druhy trichomonad. Pozorovanymi trichomonadansou Tritrichomonas foetus
aPentatrichomonas homini¢Gookin et al. 2005). Prevalence a patogenit&chto prvoki v psi
populaci vSak staleiistava malo znama. Posledni studie ale ukazuf, Fmminisse u p8 vyskytuje
castji nez T. foetugGookinet al.2007a; Kimet al.2010; Tolberet al.2012; Grelleet al.2013).

T. foetusbyl poprvé identifikovan v USA u jednohasgite s pfijmem (Gookinet al. 2005).
Nasledr byl zjisttn u 2 z 38 vySébvanych ps (Tolbertet al. 2012). Ve Francii zachytili z 215 {ps
pouzeP. hominis(Grellet et al. 2013). Kron¢ dvou dosplych jedina (Tolbertet al. 2012) tvdila
vySetovanapopulace pouze &tata (Gookinet al. 2005).

Pri identifikaci piitomnostiT. foetusve stevech p8 vétSina jediné trpéla prijmy. V sowasné
doh® neni znamo, zda. foetuge skuténym patogennim agens, nebo zda je jeho patoggrojara
s koinfekci P. hominisa dalSimi sevnimi parazity. Ve &sSiné popsanych ifipadi u psi, kde byl
nalezen T. foetus, byli diagnostikovani i dalsi enteroparazité Foxocara spp., Giardie sp.,
Cryptosporidiumsp, Coccidia spp., Isospora canis ale také bakterie €lostridium sp. ¢i viry —
Parvovirus(Gookinet al.2005; Tolberet al.2012).

Zminéné pipady nakazyT. foetus byly zjiS&ny na zaklad kultivace a molekularni
identifikace (Tolbertet al. 2012; Gookinet al. 2005). Léba infekceT. foetusu psi neni popséana,
pouze je zmigna moznost podavani metronidazolu, kterygenym Iékem proti anaerobnim prviok
(Gookinet al.2005).

3.44. Trichomoniaza u kofek

Taxonomie

Koci¢i trichomonidza byla poprvé popsana jiz n&gtku 20. stoleti, kdy byly ve igtvech
kocek nalezeny trichomonady s 3 —ie@nimi bEiky. Na zaklad morfologie byly tyto trichomonéady
povaZzovany za jeden druh a nezavisle na¢sbyly nékolikrat popsany a pojmenovany jako
Trichomonas feligDa Cunha & Muniz 1922 v Pinto 1923)entatrichomonas felifTanabe 1926)
aTrichomonas hominigDavaine 1860). Bhem dalSich let bylo zji&ho, Ze jsou tyto trichomonéady
morfologicky shodné Bentatrichomonas hominifz identifikovanou trichomonadou nejertlovéka
ale i u dalSich savic Na konci 20. stoleti byP. hominispopsan jako fovodce chronickych @ma
u kotek (Romatowski 1996, 2000 v Gooket al. 2004). Nicmén molekularni analyzy genu 18S
rRNA izolati trichomonad odebranych #imzert nakaZenych kiek odhalily jako jvodce

Tritrichomonas foetugLevy et al. 2001). Patogenitd. foetusu koiek byla nasledh prokazana
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i experimentals, kdy byly vyvolany signifikantni klinické a histodické zngny u kaiek
naakovanych izolatyT. foetusodebranych zifrozert nakaZzenych k&t (Gookin et al. 2001).
Vyswétleni giitomnosti 3 — 5 Wikatych trichomonad fimesly az dalSi molekularni analyzy, které
odhalily ve stevech kaéek také pitomnostP. hominis(Levy et al. 2003). Roku 2003 byrT. foetus

definitivné prokazan jako patogenni agensikotrichomoniazy (Levyet al.2003).

Epidemiologie

| presto, Ze od doby identifikacé&yodce onemoaii v roce 2003 byla studovana prevalence
a epidemiologie kfici trichomoniazyjada otazekistava nezodp@zena - nejasna je otazkavodu
infekce, kterd byla zkoumand@gmosenil. foetusze skotu na kiky a op&né. U infikovanych kdéek

bovinnim genotypem a u infikovanych krav ¢kdm izolatem bylo vyvolano onemogmi, ale

v s

ser

et al. 2008). JelikoZ nebyla nalezena Zadn& asociace omeznocknim u kaek Zijicich v blizkosti
hospodéstvi (Gookinet al.2004), gimy pfenos ze skotu na &ky neni povaZzovan za praygbdobny

zdroj kazi¢i infekce.Moznost nakazy kiek od infikovanych prasat nebyla experimenta@koumana.

Zjistuje se, Ze infekce kek T. foetusje pon&rné rozstena. Neni viak jasné, zdastjsi
diagnéza parazita u kek je nasledkem vySSiho pmlomi o0 onemoaini mezi veterind, nebo zda se
jedna o now se objevujici nakazuigii se pevozem a prodejem zait (Bissettet al. 2008; Stockdale
et al. 2009; Bell et al. 2010). Vznik nové nakazy by mohla podporovat i dtgga, ZeT. foetus

prochéazi diverzifikaci vedouci ke zvy3ené hostielspecifit (Slapetaet al. 2010).

Pienos

T. foetusse genasi fekal&-oralni cestou (Gookiret al. 2001) a to bd piimym kontaktem
scerstvym infikovanym trusem, nebo rf@po trusem kontaminovanym préstim, jako je
podestylkaci potrava kéek (Hale et al. 2009). MoZnost néfmého penosu potvrdily studie
o odolnosti trofozoit T. foetusmimo hostitele. B pokojové teplat preZiva parazit ve vihkém trusu az
sedm dni (Halest al. 2009), v potra¥ kocek az gt dnmi (Van der Saagt al. 2011), ve vod ¢i moci
vice nez 30 minut (Rosypat al. 2012). T. foetusje dokonce schopen projit zaZzivacim traktem
slimaki. Zivi trofozoité byli nalezeni v 100% (5/5) a 83@6/6) slimaki rodu Limacus maximus
aLimacus flavusnakrmenych k&i¢im krmenim infikovanym 10g* T. foetus(Van der Saagt al.
2011). V nepiznivych podminkachiezivaT. foetusdiky transformaci na pseudocysty (Pereira-Neves
& Benchimol 2009).
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Rizikové faktory nakazy

V dnesni dob je diskutovana souvislost &@i trichomonidzy s&kem, cistokrevnosti
a zpisobem chovu. Neni ale doposud zcela prokazanotytdaaktory skuténé ovliviuji ndkazu

T. foetus

Vek

Ve wtSing studii byl T. foetusdentifikovan gedevsim u keéat do jednoho roku (Gunn-Moore
et al. 2007; Bellet al. 2010; Burgeneet al. 2009), avSak'. foetusbyl pozorovan i u starSich &k
(Holliday et al. 2009; Xenouliset al. 2010; Grayet al. 2010). Podle dat neni jasné, ZHafoetusje
schopen nakazit vSechnykové kategorie kiek nebo zda infikuje pouze fata, ve kterych se

infekce drzi az do vySSih@ku.

Cistokrevnost chovu

Ukazuje se, 28. foetusnapad&astji cistokrevné koky nez kaky kiizené (Gunn-Mooret
al. 2007; Burgeneet al. 2009; Stockdalet al. 2009; Freyet al. 2009; Bellet al. 2010). Ve ¥tSir¢
piipadi tvori cistokrevné koky vice jak polovinu infikovanych kek (Gunn-Mooreet al. 2007;
Hosein et al. 2013; Burgeneret al. 2009; Bell et al. 2010). Nagiklad v USA byl T. foetus
diagnostikovan u 30,8 % ze 117 vy®etychcistokrevnych kéek a pouze u 9,8 % ze 173 vygetych
kiizenych kaek, Zijicich venku (Gookiret al. 2004; Stockdaleet al. 2009). Nebylo ale jasné, zda
castjSi detekceT. foetus u gistokrevnych kéek nebyla spojena pouze s lepSim rozpozndvanim
abnormalni stolice v Kigich zachodcich atudiz s jejictasgjSim vySetenim (Bell et al. 2010).
Nicmérg pri vySeteni 100 KiZzenych venkovnich kek v USAT. foetusinfekce nalezena nebyla
(Gookin et al. 1999). VeSkeré dosavadni Udaje tedy podporujiespitzeni, ZeT. foetusinfikuje

ey

castji cistokrevné koky Zijici pouze v doméacnosti.

Neni vyloweno, Ze sktera plemena jsou k infekdi. foetusvice nachylna (Belét al. 2010).
Mezi nefastji nakazena plemena patiamska a Bengéalska d@ (Gunn-Mooreet al. 2007; Tysnes
et al. 2011), Pixie-Bobtail, Ruska modra (Bell al. 2010), Norska lesni k&a (Kuehneret al. 2011,
Profizi et al.2013), Mainska myvali kixa (Profiziet al.2013; Tysnegt al.2011) a Angorskéa kéa
(Tysneset al.2011).

Zpusob chovu

Nalez 32 % koek pozitivnichna T. foetusze 74 néistokrevnych keek s péijmem Zijicich
spolen¢ v jednom utulku v Italii (Hollidayet al. 2009) napovida dalSimu diskutovanému rizikovému
faktoru kai¢i trichomoniazy a to spateé ubytovani tzv. multicat housing. Multicat howgje vyraz
zavedenypro chov keéek ve velkych p&tech na jednom mist(nagiklad Gtulky, zachranné stanice,

ale i cistokrevné chovy k&ek), kde se k&ky chovaji po 5-ti a vice najednou (Goolet al. 1999;
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Fosteret al. 2004). VysSi hustota Kek v chovech a ubytovanirippivad velkou mrou k grenosu
infekce (Gookinet al. 2004). Toto pozorovani vyplyva i z dalSich studily nagiklad z 27
infikovanych kaek jich 25 pochazelo od velkochovdtele Svycarsku (Burgenet al. 2009), steji
jako 12 pozitivnich ze 13 kek pochazelo z takovychto chiov Austrdlii (Bell et al.2010). UZ v roce
1999 Gookinet al vypozorovali u 32 pozitivnich Rek, Zze 30 pat do velkych choét nebo
zachrannych stanic (Gooket al. 1999). Riziko nakazy ve vySe zmifiych chovech je pra¥godobré
zpasobeno tim, 2. foetusnetvai Zadné odolné cysty a mnohem Iépe sn@Si Uzkym kontaktem
mezi katkami Zijicimi ve velké hustétv jednom chovu. Progtdnikem &sného kontaktu by mohly
byt kegici zachodky, které se vyskytuji ve vSech chovechyavacich z&zenich a vSechny kky
jsou nuceny je pouZzivat (Gooket al.2004; Gunn-Mooret al. 2007; Burgeneet al. 2009; Xenoulis
et al. 2010). Tuto hypotézu podporuje vysoka prevalefcdoetusmezi ka@&kami cistokrevnymi
ale i kizenymi Zijicimi ve velkych chovech a zachrannydhniich, kde k&ky vyuZivaji stejné
zachodky (Gookiret al. 2004; Gunn-Mooreet al. 2007; Haleet al. 2009; Hollidayet al. 2009; Van
der Saaget al.2011; Rosypaét al.2012). Nicmeéa signifikantni souvislost s infékim onemoc#nim

a pouzivanim k&i¢ich toalet se zatim neprokazala (Gookiral. 2004).

Prenos infekce ve velkych chovech probih&€spkrmné misky a kici hratky. T. foetusby se

mohl rozStovat i vzajemnou g kocek o srst (Belkt al.2010).

DalSi rizikové faktory

Pohlavni predispozice mezi infikovanymidkami byla pozorovana pouze v jedné studii, kde
samci ka'at patili mezi ¢asgji nakazené nez samice (Gray al. 2010). Byly zkoumany potencialni
rizikové faktory Zivotniho progedi jako krmivo, voda nelstyk s jinymi zvfaty. Hoseiret al. (2013)
ve své studii poukazal na zvySenou Sanci nakagigktsichomonidzou u jedirickrmenychsyrovym
masem a u jedirici¢astnicich se vystav. V jinych studiich ale nebytgkdzany zadné souvislosti
mezi infekci a druhem potravy, zdrojem vodyit@gmnosti jinych domacich 2wt ¢i geografickou
distribuci chovu (Gookiret al. 2004; Kuehneet al. 2011; Tysneset al. 2011; Profiziet al. 2013).
Dale nebyla prokazana Zzadna vyznamna sezonnosttuygfpadi (Bell et al.2010).

Prevalence a geograficka distribuce

Koci¢i trichomoniaza je povazovana za kosmop®linozSfené onemocmi. Prevalence

T. foetusmezi k@&kami byla pozorovana v paime Sirokém rozmezi od O do 82 %.

Severni Amerika

Na mezinarodni vyst&vwv USA bylo 36 ze 117 (30,8 %) testovany&hktokrevnych koéek
pozitivnich naT. foetus coZ bylo 28 testovanych chiow 89 (Gookinet al. 2004). Ri vySeteni 173
domacich koek z iznych veterinarnich klinik po celych Spojenych estét se zjistilo, Z&. foetuge
pritomen u 9,8 % kiek této populace (Stockdalet al. 2009). V Jiznim Ontariu bylo dale
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diagnostikovano 0,7 % kKek ze 140 jedint pochazejicich z veterinarni kliniky Guelph, 0 %4&
vySetovanych kéek v zachranné stanici v Guelph a 23,6 % pozitivnjedindi z 55 kaek
na kaicich vystavach (Hoseiet al.2013).

Evropa

T. foetusje pongrné hojre rozSten i v Evrog. Poprvé byl diagnostikovan u &at plemene
Ragdoll s chronickymi gijmy ve Velké Britanii v roce 2006 (Mardell & Spak@006). Dalsi studie
prokazalaT. foetusv trusu u 14,4 % ze 111 vyEetanych britskych kiek trpicimi chronickymi
prajmy (Gunn-Mooreet al. 2007). Ve Francii byla zji8ha prevalence 14,3 % ze 188tokrevnych
kocek (Profiziet al.2013). V Norsku byl nejprvé. foetusnalezen uif kocek s chronickymi pijmy
pochazejici z jednoho chovu (Dahlgrenal. 2007) a posléze studie u 52¢ké z kaicich vystav
zjistila 21 % prevalencr. foetus(Tysneset al. 2011). Prevalenc@. foetusu ¢istokrevnych kéek
v Némecku byla studovéana v roce 201&imila 15,7 % z 290 kiek (Kuehneret al. 2011). V roce
2009 v ltalii bylo zjis&no, Ze na trichomoniazu trpi peme vysoké procento Kek ze zachranné
stanice - az 32,4 % ze 74dak (Holliday et al. 2009). Ve stejném roce také Svycar$ilai odhalili
piitomnost 24,4 % a 26 % pozitivhich dek naT. foetuspredevdim meziistokrevnymi ka@kami
(Frey et al. 2009; Burgeneret al. 2009). V Nizozemsku bylo zji&to, Ze z 53 Kzenych a 47
Cistokrevnych koek bylo pozitivnich nal. foetusl,9 % respektive 4,3 % (Van Doorn et al., 2009 v
Tysneset al. 2011). V roce 2010 byl identifikovah. foetustaké ve 20% z celkového §ta 30 kaek
v Recku (Xenouliset al.2010).

Austrélie, Novy Zéland a Jizni Korea

V roce 2008 bylIT. foetusdiagnostikovan u 16 kek z 23 v Australii (Bissetet al. 2008).
O rok pozdji se nepodélo prokazatT. foetusu Zadné kéky ze 134 chofr a Gtulki zeétyt riznych
australskych stat(Bissettet al. 2009). AZ ogt v roce 2010 se objevilo onemaaoi u 38 australskych
kocek (Bell et al. 2010). Na Novém Zélandu bylo zaznamenano 18 nakabez 22 vySdéenych
kocek pochazejicich z 12 chio(Kingsburyet al. 2010). Z asijského kontinentu jsou zatim hlaSeny
pouze fi ptipady infekceT. foetusu koiek v Koreji (Lim et al. 2010) a 8,8% pozitivhich naliez
ze 147 vySéenych kaéek v Japonsku (Dagt al.2012).

Patogeneze

Neni zcela jasné, jakym apobemT. foetusve stew parazituje a jak se podili na vzniku
klinickych priznalka. Koci¢i trichomonidza by mohla vznikat na zaldadnoha faktai souvisejicich
se stevnimi koinfekcemi a predisp@riimi faktory hostitele (Gookirt al. 2001; Bissetet al. 2008;
Stockdaleet al.2009; Hoseiret al.2013).
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Patologické nalezy

T. foetuskolonizuje stevo zejména ileum, slepé a tlustéesd a konénik (Gookin et al.
2001; Stockdaleet al. 2008). Vyjime&né je pozorovan i v duodenu a jejunu w&k s chronickymi
vodnatymi péijmy. Trichomonady se né&stji sdruzuji v sekreci epitél blizko povrchu sliznice
a nejmeén v lumenu sevnich krypt (Gookiret al. 2001; Yaeger & Gookin 2005). Na histologickém
vySeteni byly popséany ifjpady s projevy od mirného eozinofilniho &ins petechiemi na povrchu
sliznice, az po&ké lymfoplazmatické a neutrofilni kolitidy (Mostegt al. 2012). Krypty stevniho
epitelu mohou vykazovat hypertrofii, mikroabscesyperplazii a ztratu poharkovych hika Mohou
se objevit multifokalni slizeini ulcerace atransmuralni z&nvedouci k malabsorpci (Yaeger &
Gookin 2005; Mosteget al. 2012). U jediné popsané infek@efoetusgenitalniho traktu kiek byla
Zjisttna endometritida a pyometra. DoSlo k tomu wkio Zijici ve spoléném chovu s dalSimi
kockami, které nily trus pozitivni naT. foetus Fi ovariohysterektomii byli trofozoiti identifikovan
v tekutirg uterinnich rofi. JelikoZ byla ndkaza doprovazena infeRteptococcus canisebylo jasné,
ktery z patogein pyometru zfisobil. Nebylo zji&no, zdaT. foetusbyl pienesen sexu&in Trus
postizené k&ky byl negativni na fitomnost parazita (Dahlgreet al. 2007). Zadné dalSiiipady
trichomonad infikujicich reprodughki trakt k@&ek nebyly pozorovany. Mimo jinéfipstudiu 44 kéek
a 22 kocouk z 33 chovnych stanic, ze kterych bylo 22 ah@ezitivnich naT. foetus nebyl nalezen

zadny efekt ndkazy. foetusna uspsnost choir nebo pdet narozenych kit (Grayet al.2010).

Mechanizmy patogenity

Mechanismy patogenity kK@i sttevni trichomoniazy nejsou zcela objasy. U pohlavni
choroby skotu jsou za nejvyznadsi mechanismy patogenity povazovany rychlost namenb
trofozoith T. foetusv hostiteli a sekrece hydrolytickych enzynzahrnujici cysteinové proteézy,
glykosidazy a neurominidazy (BonDurant & Honigbet®94). DalSim uvéathym virulentnim
faktorem i infekci skotu je pilnuti na epitelidlni vaginalni sliznici pomoci Igpodia-like
protrusions” a tkéiova invaze (Felleisen 1999; Slapeta al. 2010). Nové studie na bovinnich
izolatechT. foetusukazuji, Ze volné Bikaté formy a pseudocysily. foetusjsou schopny améboidni
transformace o interakci s MDCK biikami (buré¢na linie ledvinového epitelu psa) (Pereira-Negts
al. 2012). V sotasné dob se proto Bkteri autdi domnivaji, Ze by mohlIT. foetusadherovat
na stevni sliznici také u ke&ek. Navic vzhledem k nalezl. foetusv hlubSich vrstvach sliznice
tlustého steva u dvou kéek a ulceracim a erozim pozorovanych na mukgeerstsliznice koek se
predpokladd, zd. foetuge také schopen invadovat dérst sliznice steva (Yaeger & Gookin 2005).
Trofozoité T. foetusse u kaek nalézaji fevazig v tésné blizkosti slizéiniho povrchu a tak by mohli
shadgji napadat epitel 8h tlustého seva, stejd jako u skotu napada vaginalni sliznici (Felleisen
1999; Yaeger & Gookin 2005; Midlajt al. 2009). Bi pokusech siznymi kati¢imi izolaty T. foetus

trofozoité adherovali na pradejednovrstevnou Bvni bugénou kulturu IPEC-J2 (Tolberét al.
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2013). Trichomonady ip adherenci vytviely wtSinou nepravidelné shluky trofozbipodél celého
epitelu kolonu (Yaeger & Gookin 2005; Tolbett al. 2013). Schopnosk. foetusadherovat na epitel
je vSak otazkou, nelfonebyly evidovany Zzadné amoeboidni transform@icdoetusjako k tomu

dochazi ur. vaginalis(Honigberg & Burgess 1994).

Role sekrece hydrolytickych enzymv patogeneziT. foetusu katek neni zatim iflis
studovana. Nicménse rktefi autdi domnivaji, Ze objasmi genetickych a furthich tiznorodosti
protedz mezi k&i¢imi a bovinnimi izolaty by mohlo pomoci v porozémi patogeneze R¢i
trichomoniazy (Slapetat al. 2012). Rozdilna virulence izotafl. foetusu skotu a kéek by mohla
spaivat v zamn¢ serinu v cysteinové proteaze CIP8foetusze skotu za arginin v CP8 &¢iho
izolatuT. foetugSlapetaet al.2012).

Rozdilna virulence uteznych izoladt T. foetusze skotu byla jagnprokdzana (Kulda &

Honigberg 1969). Lze prota‘@dpokladat, Ze i kmeny. foetusizolované z kdek se mohou liSit svoji

.....

Mikrofléra

Endogenni bakterialni fléra tlustéharesta miize mit vliv na sevni trichomonady, atim
ovliviiovat pfibeh choroby (Fosteet al. 2004; Payne & Artzer 2009). Trichomonady jsouiglév
na esencialnich nudrich produktech bakteridlni flory a hostitelskycekretech, a tak ovliwuji
stavajici sloZeni #vni mikroflory (Gookinet al. 1999). Napiklad lidsky parazitT. vaginalis
potlaiuje populaciLactobacillus spp., zvySuje pH a napomaha tak mnozZeni anaetolydkterii
(Petrin et al. 1998). Mozny vliv bakterialni mikrofléry na patagtu T. foetusu kotek podporuji
napiklad nizné reakce klinickych ifznaka koci¢i trichomonidzy na kbu variabilnimi antibiotiky
(Gookinet al.1999; Fosteet al.2004).

Koinfekce

Infekce skev jinymi stevnimi parazity #jme trichomonidze nepdchazi (Gookiret al. 2004;
Kuehneret al. 2011). Nicmén T. foetusse vyskytuje ve Btvech s jinymi parazity pofmé casto.
V Némecku dosahovala koinfekce Tu foetusinfikovanych k@&ek az 36% (Kuehneet al. 2011).
Nalezy zahrnujiPentatrichomonas homini€ookin et al. 2007c; Levyet al. 2003), Giardia 54%
aToxocaraaEucoleusl5% (Bellet al.2010; Burgeneet al.2009).

Imunitni odpowd’ hostitele

Stav imunitniho systémutigpiva ke zvySené citlivosti Kek k infekci. VySsi riziko nakazy
T. foetusje u mladych kéek s nezralym imunitni systém. U deékh katek se zralym imunitnim
systémem se protagdpokladalo, Ze vliv na onemagr T. foetusby mohlo mit dlouhodobé snizeni

aktivity jejich zdravého imunitniho systému vlivgimych nemoci: nafiklad vystavované kiky trpi
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castymi @nimi, respir&nimi ¢i koZnimi onemocénimi (Gookinet al. 2004; Stockdalet al. 2009).
Nicmeére pii pokusech s navozenim imunosuprese prenidazole?6 pimi se infekcé&. foetusu kacek
nezhorsila a nenalezlo se ani Zadné spojeni s odkzarazita u imunosuprimovanych iatijako je

koci¢i leukemicky virus (FeLV) a kaci imunodeficientni virus (FIV) (Gookiet al.2001).

Priznaky

Strevni trichomonidza kek je chronicka infekce, ktera set$inou projevuje pimy.
Mnohdy se ale onemoéni hemusi projevit &#bec a kéka je asymptomatickym nasim (Bell et al.
2010; Haleet al.2009; Stockdalet al.2008). Pajmy mohou byt podle okolnostiizné tézké. Mohou
se vyskytnout mimy se slabnoucim pbéhem, intermitentni @imy a zvySeni objemu stolice
(Gookinet al. 1999; Fosteet al.2004; Yaeger & Gookin 2005). #my mohou byt mirné az akutni,
fidké az vodnaté, doprovazerderstvou krvi, hlenem, odloupanou sliznici a chaaktickym
zapachem (Burgenet al.2009), nadrérnym hlenem, dale pak zvySujici se frekvenci katefékalni
inkontinence (Bellet al. 2010). BZké gipady mohou vykazovat vyrazny zaranalni oblasti, otok,
zarudnuti, bolestivosi dokonce vyhez kongniku (Burgeneeet al. 2009). Vyskyt takovychto gima

je ale spiSe vyjimkou a byvaji pozorovarigyazig v akutnich fazich.

Trendem keici trichomonidzy je kolisani intenzity gmu, prfipadré jeho Gplné vymizeni
v priabéhu ¢asu, s trvalou prezenci trichomonad westch (Fosteet al.2004). Napiklad u rékterych
nakazenych ktek perzistovaly pjmy az 2 roky; infekce rive také petrvavat cely Zivot pouze
s oltasnymi ptjmy (Foster et al. 2004). Takovyto asymptomati nosti jsou zdrojem nékazy
pro ostatni kdky (Fosteret al. 2004; Tolbert & Gookin 2009). Zda se, Ze star&kiggsou &tSinou
bezgiznakovymi nosii (Fosteret al. 2004; Tolbert & Gookin 2009; Grast al. 2010; Xenouliset al.
2010), nicmén nekdy se u nich pijmy objevit mohou (Kuehneet al. 2011). Hodnoceniifznaki

u starSich keek z&Zuje fakt, Ze se na. foetusnfekci testuji pevazrg mladi jedinci s pijmy.

Prajmové infekce byly zaznamenény v 77 % u australskfocek (Bell et al. 2010),
piitomnost piijmu v minulosti u 61% &meckych kéek (Kuehneret al. 2011). Kuehner et al. (2011)
prokazala spojitost infekcE. foetuss pfijmy. Nakazy souvisely s abnormalnim trusem v deipéi
a s ptijmovou minulosti u odebiranych &k (Kuehneret al. 2011). Stejt tak v dalSich studiich
vétSina kaek v dol odkEru nebo v minulosti &y prajmy (Stockdaleet al. 2009; Xenouliset al.
2013). Jako kontrast fadé studii (Kuehneret al. 2011; Gookinet al. 2001; Gookinet al. 2006;
Bissettet al. 2008) existuje studie, kde nebyla zjitd Zddné souvislost meziifpmnostiT. foetus
a pijmem v dok odbiru nebo pitomnosti pijmu v poslednich 6-ti #sicich (Vermeulen 2009;
Xenoulis et al. 2013; Grayet al. 2010; Hoseiret al. 2013). V problematice prokazatelnostiijpnu
jako hlavniho fiznaku kdaici trichomoniazy hraje ieZitou roli fakt, Ze je snazsi nalékt foetus

u jedindl s pijmy, protoZze asymptatii a starsi jedinci nejsou zpravidla testovani (aeualen 2009).
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Situaci dale komplikuje fakt, Zefijpomnost pjma u katek je Zejme¢ multifaktorialni jev
(Hosein et al. 2013). Stresujici udalosti, jako raystavy k@ek, mohou u infikovanych kek
vyvolat pijmy (Fosteret al. 2004). Bylo pozorovano, Ze zme procento infikovanych kKek mglo
abnormalni konzistenci stolice v den vystavii¢gmz nendlo Zzadné problémy v minulosti (Kuehner
et al. 2011). Nkdy se mohou gifmy dostavit u infikovanych kiek koinfikovanych dalSimi
endogennimi parazity veistech. Nicmé& asociace gijmia s koinfekci parazit potvrzena nebyla
(Kuehneret al.2011; Gookiret al.2004; Stockdalet al.2009; Burgeneet al.2009). Jediné zhorSeni
priznaki a nafist ptijmu byl pozorovan u 4 kek nakazenychCryptosporidiumspp. (Gookinet al.
2001).

NakaZené ke&ky krome prajmi ziidka vykazuji jiné giznaky onemoaini. V nékolika mélo
ptipadech byl pozorovan také vyskyt zvraceni, zttatetnosti, nadymani a tenezmus (Beflal.
2010; Burgeneet al. 2009; Gookinet al. 2001; Kuehneet al. 2011). Pouze Bell pozoroval Spatnou
kondici u 46 % nakaZenych &k (Bellet al.2010).

Diagnostika

T. foetusneni rutink diagnostikovan b parazitologickém vységni. V sodasné dob mezi
nejspolehli¢jsi diagnostické metody patkomekns vyrakeny kultivaini systém InPoucH TF
(koci¢i) (Gookinet al.2003) a nested PCR (Goolehal.2002; Grahret al.2005; Freyet al.2009)¢i
propojeni obou metod (Vermeulen 2009). Mezi dalétady diagnostiky pét swtelnd mikroskopie
ptimého roztru trusu (Gookiret al. 1999) a histopatologie (Gooket al. 2001; Yaeger & Gookin
2005).

Odber vzorki

DiagnostikaT. foetusvyZaduje spravny Zigob odBru, transportu a skladovani vzérkusu.
Vzorky stolice Ize ziskatiémi zmsoby: skr trusu, vytr sttev (rekta) a vyplach &v. Skr trusu
z katicich zachodi je dilezitym krokem, pi Spatném odéru miZe dojit ke sniZeni detekce parazita.
Pokud se odebird trus ze zachodkovych bedynek,apotebi izolovat kéku a zabranit tak
kontaminaci jinym zvietem, nepouZivat stelivo, pdpact cisté nedrolici se, aby se trus
nezkontaminoval inhibitory. Stolice musi byt odeta&erstvad a vihka, trusékolik hodin stary
a suchy je nepouzitelny (Gookin 2009). ul€¥ité je odebiratast exkrementu, kterd je nejvice
mazlava. Zde je ne§tSi pravépodobnost Zivych prvak Trofozoiti jsou pitomni v nejvySSim piu
v mukdéze kolonu, coZ je prviast trusu, ktera se vysusiHem transportu do laboréto(Bell et al.
2010). Pro spolehlijsi diagnostikuT. foetuge odkEr stolice gimo ze steva ka@ky, jez Ize provéaet
nékolika metodami: 1) rektalnim tamponem, 2) fekddinékou, 3) vyplachem stv. Fekalni kitka je
vhodrgjSi neZ rektalni tampdn (vatovacigka) z divoda inhibice PCR reakce z materidlu vaty

(Gookin 2009). Klitkou i tamponem je nutné proveést &ytdostaténé hluboko ve sew, neba
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vytieni pouze konmikového otvoru je pro diagnostikii. foetus nedostaténé (Gookin 2009).
Pred zavedenim tamponu adky do rekta je pdeba zvikit materidl nejlépe fyziologickym
roztokem. Nerdly by se pouzivat antiseptické specialni lubtkdamasti, aby nedoslo k inhibici PCR
reakce pofipad k usmrceni trofozoit Vyplach stev fyziologickym roztokem je hodnocen jako
nejlepSi metoda pro &b stolice. Ri vyplachu stev je zaveden katetper rectumdo steva
a aplikovano fiblizn¢ 10 ml roztoku, ktery je nasleimasan i s obsahemiest. Suspenze pakitbe
byt pouzita pro mikroskopii, kultivaci a k analyR®BCR (Gookinet al. 2001). Odbr vzorki na
histopatologii je provath endoskopii tlustéhoistva, biopsiii nekropsii. Je dlezité odebrat &kolik
vzorki tkérg z riznych sekci seva, nebo se trichomonady nevyskytuji po celé déldes. Vzorky
sliznice jsou fixovany 10% formalinem a zalévany mhrafinu (Gookiret al. 2001; Stockdalet al.
2008; Yaeger & Gookin 2005).

Ucinnost diagnostiky lze zvysit nejen vhadmdebranym trusenti zpisobem dodani
do laboratée, ale i opakovanym sbiranim a testovanim stolidé. prirozeré nakaZzenych kiek
trofozoité mohou ubyvat v pbéhu rékolika malo hodin¢i dni a gitomnost prvok tak klesa
pod detekni limit. Nékolik studii potvrdilo fluktuaci paraitv trusu v piéibéhu nadkazy (Gookiret al.
2001; Stockdalet al.2008; Haleet al.2009). Napiklad i vySetovani @ti vzorka trusu nakazenych
kocek po 12 hodinach, dva vzorky byly negativniTndoetus Z 12-ti vzorki trusu odebranychéhem
¢tyi tydna od dvou nakaZenych kek také nebyly vSechny vzorky pozitivni (Vermeul2d09).
Detekci trofozoit snizuje i I€ba antibiotiky (Fosteet al.2004).

St*evni rozér

Zivé trichomonady mohou byt diagnostikovaniinpo swtelnou mikroskopii zéerstvého
trusu, nebo $tu zrektalniho wvyru ¢i hlenu. Ri roztru se pouZiva fyziologicky roztok
atrichomonady jsou vySeivany g zvétSeni 100 x az 400 x. Zidodu snadné fpravy
a nenaronosti materidl se tento typ diagnostického testu povazuje zeedejdussi a nejle¥si
(Gookin et al. 2001). Trichomonady négziji chlazeni a nedaji se pozorovat po Wgdt trusu
flotacni metodou a sedimentaci. Pokud nelze wg$at trus ihned, Ize jej medit fyziologickym
roztokem (3 ml 0,9 % roztoku chloridu sodného ng fusu), kde trofozoiti nevyschnou a vydrzi
i ¢tyii dny (Greene 2006).

Nevyhodou mikroskopie je jeji nizké senzitivita (elat al. 2009). Gookiret al. (2001, 2003)
zjistili, Zze citlivost s¥telné mikroskopie je u experimentélmakazenych kiek v chronické fazi
infekce pouze 2 %. Foster et al. (2004) dale uvely ké&ek prirozere nemocnych je citlivost vyse

zmininé metody pouhych 14 %.

Pri svételné mikroskopii je nutné vySewat sérii gkolika roz€ra trusu a dbat na spravné
zasady odéru vzorki, neba spolehlivost této metody zavisi na vysokéngtparofozoiti v nagru.

Pri vySetovani je zapdebi znalost morfologie atypu pohybu trofofotftjicich ve stevech, aby
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nedoslo k zagmé T. foetusza P. hominis¢i dokonceGiardia spp. (Gookinet al. 2003). Odliseni
P. hominisod T. foetusie v béZné veterinarni praxi natné a lze pouze obtiZrprovadt u nativnich
preparai. Vtomto gipact je vyhodné diagnostikovat na zakdattvalych prepardt barvenymi

specialnimi technikami (Greene 2006).

Kultivace vzorlé trusu

Tritrichomonas foetudze diagnostikovat kultivaci dma zmisoby: 1) v Diamondovu mediu
s antibiotiky inkubaci $ 37 °C; 2) v komem¢ vyrakenych specifickych kultivénich systémech
tzv. ,InPoucH™ TF* (Biomed Diagnostics, White City, Oregon, USA)vé studie (Gookinet al.
2004; Haleet al. 2009) porovnavaly detéki limit medii komeg¢niho InPouch” TF kultivasniho
systému a Diamondova média se specifickou davkdibiatik. V prvni studii nebyl nalezen rozdil
v deteknich limitech obou zmimych médii (Gookinet al. 2004), zato ve druhé byla zjga
senzitivita InPouch’ TF systému 83 % a Diamondovu mediu 100 % (Halal. 2009). V sotasné
dobs je kazi¢i kultivagni InPouch™ TF systém povaZovan za velmi citlivou diagnostiku
trichomoniazy u kéek. Nicmér Spatné odebrani a ndvani vzorku trusu do kultiéaiho systému
citlivost sniZzuje. Na 0,05 g trusu je detaklimit 2000 burk (Gookinet al.2003), @i inokulaci vice
jak 0,1 g trusu je citlivost snizena na 56 % (Goadtial. 2003; Gookinet al. 2004). Je dopotavano
kultivaci trusu provést opakovamejlépe tikrat podobu sedmi aZz desetitdHale et al. 2009).
JelikoZz detekni limit diagnostiky kultivaci zavisi na Zivych fozoitech, musi se stgjnjako u
mikroskopickych technik dbat na spravny sdbzorki trusu, ktery by rél byt nejen vihky,cerstvy
ale i nechlazeny. Exkrementy skladované pokojové teplof jsou vhodnym materialem
pro diagnostiku jestpo Sesti hodinach (Hakt al. 2009). Nejlépe v3ak je inokulovat vzorek do média
do 15 minut (Rosypalet al. 2012). Nasledh je kultivaini InPouch™ TF systém inkubovan
pii pokojové teplot (Gookin et al. 2003; Haleet al. 2009) nebo f 37 °C. V tomto pipact vSak
vzorek rychle perista bakteriemi. Pokud medium inkubujemié 26 °C, pozitivita je vidt mezi
prvnim a jedenactym dnem od inokulac#.ifkubaci 37 °C jsou Zivi trofozoitiftomni mezi prvnim
a Sestym dnem. fRomnost T. foetus je poté zjifovana s¥telnou mikroskopii imo v sé&ku
kultivagniho média InPoucl TF. Kultivasni InPouch" TF systém by @ byt specificky pro iist
T. foetusaGiardia spp.¢i P. hominisby v médiu nerdly prezit déle nez 24 hodin (Gookat al.

2003). Nicmén bylo publikovano, z&. hominisrostl v médiu je$tpaty den (Ceplechet al.2013).
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Obrazek 8: Kultivani InPouch™ TF systém (fevzato z Greene 2006).

PCR diagnostika

Nejcitlivéjsi diagnostickou metodu pro identifikaki foetusu kasek predstavuje metoda PCR
(Felleisenet al. 1998; Gookinet al. 2002; Grahnet al. 2005). Vyhodou PCR amplifikace oproti
InPoucH™ TF kultivatnimu systému je detekce DNA jak z Zivych, tak i mvych burgk.
Diagnosticka metoda PCR je zaloZena na amplifiea&vence genu pro 5.8S rRNA a ITS1 a ITS2
regiori, které jsou vysoce konzervovany mefizmymi geograficky vzdalenymi trichomonadami
(Felleisen 1997). Detéki limit pro PCR je uvath jako 10 organisin na 200 pl vzorku trusu
(Felleisenet al.1998; Gookiret al.2002).

Pro spolehlivou diagnostikd. foetuspomoci PCR musi byt exkrementy vzdgrstve,
neobalené podestylkou, nebo jinym materidlem anyriechladu. Pro PCR amplifikaci jeilézité,
aby v mrtvych biikdch nedoSlo k degradaci DNA. Pro lepSi specifittitlvost PCR reakce Ize
optimalizovat a modifikovat cely diagnosticky pgstad izolace DNA aZ po aditiva v PCR réak
smési (Gookin et al. 2002). Vzorek trusu se skladd z mnoha sloZzek,éktsr mohou extrahovat
spoleén¢ s DNA patogena a inhibuji nasledamplifikaci PCR reakce. K takovym komponé@mntpati
komplexi polysacharid Zluovych soli, degradaich zbytki hemoglobinu, stopy fenolu &kych
kovi. Mezi fekalni inhibitory paft biologické latky jako je imés krve (Gookinet al. 2002; Stauffer
et al.2008).

InPouch™ TF versus PCR

Pri diagnosticeT. foetusjsou ¢astji pouzivany InPoucl' TF kultivaini systémy nez PCR
testy, gestoZze by rily byt vice citlivé. Nkteré studie ukazuji vysokou miru shody detekceimez
obéma testy (Hoseiret al. 2013). Lze pouzit oba testy zaréydedy PCR analyzu lze &lat
Z kultivainino média. B srovnani metod bylo detekovano éofm metodami zarovie 22 z 24

pozitivnich kaek, gicemz zvlag PCR metodou ztrusu bylo detekovano 12 pozitivriobek
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a zvla¥ kultivaci bylo zjiséno 11 pozitivnich k&ek. Detekni limit PCR analyzy z kultivniho
media byl 10 organisitnv 200 pl (Vermeulen 2009).

Histopatologie

Endoskopickéiezy sliznice tlustého igva, které jsou fixované ve formalinu, obarvené
hematoxylinem a eozinem Ize pouZit na detekci maté T. foetus VySetovani vyzaduje

prozkoumani vice sekciteva (Yaeger & Gookin 2005).

Na histologickychrezech v parafinu Ize realizovat i fluoress@ndruhow specifickouin situ
hybridizaci (Gookinet al. 2010b). Nevyhodou této metody je autofluorescekree ve vzorcich.
Nedavno byla vyrobena oligonukleotidovd sonda jTrjirobe” pro detekciT. foetus pomoci
chromogennin situ hybridizace (CISH), ktera uvedenou nevyhodu neivdsfeglet al.2012). Navic,
jak se ukéazalo, CISH metodu Ize vyuZit nejénvgSetovani vzork z pitevniho materialu, ale také
pro analyzu vzork biopsie. Citlivost techniky je povazovana za \ietlobrou, specitinost sond Ize

snadno og¥fit amplifikaci a sekvenci (Mostegt al.2012).
Lécba

Trichomoniaza k&ek je I&ena 5-nitroimidazolovym preparatem, ronidazolemdkso et al.
2006). Nekteré kmenyT. foetusmohou byt rezistentni (Gookiat al. 2010a). Skut&na efektivni
a Setrna l&ba se stéle vyviji. Bez déni mize phjem spontan& vymizet, ale koka se stane

asymptomatickym nos&m (Payne & Artzer 2009).

Lék se podava peror@n nejlépe s potravou. kEébna davka se pohybuje vrozmezi
30-50 mg/kg denh nebo dvakrat derknpo dobu 14-ti dd (Gookin et al. 2006). Nicmén bylo
prokazano, Ze po peroralnim podéani je ronidazalkaetatelny v plazédéle nez 48 hodin a kotred
koncentrace Iéku se dostane az do ciloveého mijstdo ttkaré sliznice tlustého #tva (Bellet al.

2010). Z této studie vyplyva, Ze podavani Iéku geddeng by mslo byt pro I€bu dostéaujici.

Ve witSirg pripadi se pfijmy po |I&b¢ nevraci ani po naslednych Sestisicich (Bellet al.
2010). V chovu, ve kterém je nakaza diagnostikoydyase nily 1écit vSechny koky i piesto, Ze
ostatni zviata nevykazuji Zadné klinick&ipnaky. Vyskyt subklinicky infikovanych kek vytvéi

opakované problémy s nemoci v chovech (Bell.2010)

Po prvnich dnech podavani I1éku se snizi akutiméphp a Ehem dvou tydf se pfijmy méni
na normalni konzistenci stolice (Gooléhal. 2006; Bellet al. 2010; Hollidayet al.2009). U &Zkych
piipadi prajmt a zasta stev se léba komplikuje. Jsou popsanyipady, kdy I€éba UspsSna neni
a po ukokeni terapie onemoeni znovu propukne (Gookiet al.2010a). Pro Uplnou eliminaci prvoka

Ize |&bu opakovat v &kolika cyklech (Gookiret al.2006).
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Nezadoucim &inkem ronidazolu je neurotoxicita. Neurotoxické kaje zavisi na tom, jak
dlouho jsou koky léceny, nebé je Iék akumulovan v organismu (LeViret al. 2011). Z tohoto

duvodu jsou léky podavany v &itém bezpénostnim limitu.
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4 .MATERIAL A METODIKA

4.1. Slozeni a fFiprava kultiva ¢nich médii

4.1.1. Dvoufazové meédium dle Dobella a Leidlawa (1926),
modifiovano

Priprava:

1) Pevna slozka: Do 15 ml plastovych Sroubovacichmakek rozplnit 2 ml sterilniho
inaktivovaného kaského séra. Zkumavky Sikmo polozit do horkovzdusnéh
sterilizatoru pi 80 °C po dobu jedné hodiny, kde se sérum koagudLyznikne pevna
slozka. Zkumavky nechatiip pokojové teplot 24 hodin a poté cyklus sterilizace

zopakovat. Hotovou pevnou sloZzku uchovavat v lddnic

2) Tekutd sloZzka: Ringév roztok gipravit smichanim sterilnich roztok Aa B
(tabulka 1). Tyto roztoky sefipravuji a autoklavuji odder¢ proto, aby nedoSlo
k vysraZeni fosfdit které jsou obsaZzeny ve sloZce A, chloridem vatyemaktery
obsahuje slozka B. Do 250 ml Ringerova roztokuilstepridat 25 ml vajéného bilku.
Tekutou sloZzku uchovavatipt °C. Tyden ped pouZzitim rozplnit do zkumavek tekutou

sloZku tak, aby fekryla koagulované sérum.

Tabulka 1: SloZeni Ringerova roztoku.

Roztok A
NacCl 659
NaHCO3 0,29
KCI 0,149
NaH,PO4 - H,O 0,011 ¢
destilovana voda doplnit do 900 ml
Roztok B
CaCl2 - 2H20 0,14 g
destilovana voda doplnit do 100 ml
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4.1.2.

Médium dle Wenricha

Médium dle Wenricha obsahuje Loefflerovo krevniugénDifco, 270100) a Ringév roztok

(priprava viz tekuta sloZzka media dle Dobella a Laida

Priprava:

1)

Loefflerovo krevni sérum (2 g) rozpustit v 1000 Rihgerova roztoku (pH 7,4) ve vodni

lazni o teplok 45 °C po dobu 30 minut s &snym michanim.

2) Vaiit ve vodni l1azni 20 minut.

3) Pres noc ponechat ss1v lednici.

4) Druhy den filtrovat pes filtrani papir a autoklavovat.

5) Po vychladnuti médium sterdmozplnit do zkumavek po 10 ml a skladovat v lednic
4.1.3. Médium TYSGM-9 (Diamond 1982), modifikovano

Priprava:

1) Rozpustit sloZzky média (tabulka 2) v destilované&vo

2) Upravit pH média 1M roztokem KOH na 7,2 pH.

3) Upravit objem a autoklavovat.

4)  Po vychladnuti steribhpridat howzi sérum (tabulka 2).

5)  Médium rozplnit do Sroubovacich zkumavek po 10 ml.

6) Médium uchovavat v lednici.

Tabulka 2: Slozeni média dle TYSGM.

Trypton (enzymaticky hydrolyzat) lg
Kvasniny extrakt (autolyzét) 0,59
K2HPO 1,49
KH2PO: 0,2g
NaCl 3,75¢g
Destilovana voda do 485 ml
Inaktivované ho¥zi sérum 15 ml
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4.1.4. Diamondovo médium TYM (1957)

Priprava:

1) Rozpustit sloZzky média (tabulka 3) v destilované&vo

2)  Upravit pH média 1M roztokem KOH na 7,2 pH.

3) Upravit objem a autoklavovat. Horké médium promicha

4)  Po vychladnuti sterihpridat kaiské inaktivované sérum (tabulka 3).

5) Médium rozplnit do zkumavek po 10 ml pro kultivaoienickych kultur. Pro kultivaci
Z vytéru stev byla do médiafidana antibiotika (tabulka 4) a médium bylo rozio

po 7 ml do malych Sroubovacich zkumavek.
6) Meédium uchovavat v lednici.

Tabulka 3: Slozky Diamondova média.

KzHPO: 029
KH2PO: 0,.2¢g
Kyselina askorbova 0,05¢g
L-cystein HCI 0,25¢g
Maltosa 1,25¢
Kvasniny extrakt (autolyzat) 5¢g
Trypton (enzymaticky hydrolyzat) 0,29
Citrat Zelezitoamonny 250 pl
Agar 0,125
Destilovana voda do 225 ml
Inaktivované késké sérum 25 ml

Tabulka 4: Pouzita Antibiotika

Zasobni roztok Na 10 ml média
Penicilin (1000 I.U./ml) 200ul
Amikacin (250ug / ml) 100pl
Ciprofloxacin (Img/ml) 100pl

41



4.1.5. Média pro transformaci E. coli

LB médium

Priprava:

1) Rozpustit slozky média v destilované ¥dtabulka 5) a autoklavovat.

2) Pro gipravu ploten zatepla rozlit médium do petriho hise
Tabulka 5: LB médium.

a) Pro tekuté médium

LB Broth médium (SIGMA) 10g

Destilovana voda do 500 ml

b) Pro gipravu ploten

LB Agar médium (SIGMA) 1749
Destilovana voda do 500 mi
SOC médium

Priprava:

1) Rozpustit trypton, autolyzat, NaCl a KCl v destdoé vod (tabulka 6).

2) Doplnit objem do 100 ml a upravit pH.

3) Autoklavovat.

4)  Po vychladnuti fidat gluk6zu a MgGl(tabulka 6).

5) Médium rozplnit po 1 ml do mikrozkumavek a uchowawa20 °C.

Tabulka 6: Slozky SOC media.

Trypton 249
Kvasniny autolyzat 0,59
NaCl 0,058 g
KCI (250 mM) 1 ml
MgCl2 (2 M, sterilni) 0,5 ml
Glukéza (20 %, sterilni) 1,8 ml
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4.2. Pouzité metody a techniky

4.2.1. Priprava a zpracovani trvalych preparati

Barveni protargolem dle Bodiana 1917

1. Priprava a fixace vihkych nat i

Bouin - Hollandova fixaz

Priprava:

1) Za studena rozpustit octarédmaty.

2) Zvolna gidavat kyselinu pikrovou.

3) Porozpudni roztok Zzfiltrovat a fidat formaldehyd.

4)  Tésre pred pouzitim fixaZe iffidat kyselinu octovou.

Kyselina PIKIOVA ........oirii i e e e 49
Octan néd’naty NeULraINT ... e 259
Formaldehyd 40%0 ..o 10 mi
KYSElING OCIOVA .....eiei it e e e e e e e e 1.5ml
DeStloVANA VOOA ... ...t e 100 ml

Postup fixace:
1) Burg¢nou kulturu steit v mikrozkumavce 3 minutyip13 500 rpm.

2) Pelet bugk nasat do zGZené pasteurovy pipety a lehceifibkencem pipety po krycim

skle. Pro roztry pouZzit podloZni skla. 0, dolfe odma&ina v etanol-etheru (1:1).

3) Okamzit (diive nez buina kultura zaschne) poloZit stb nakrem dofi na hladinu

fixacniho roztoku v petriho misce a ponechgitatlik minut.

4) Sklicko obratit pomoci prepataich jehel narem vzhiru a pondéit na dno misky
s fixazi. Nagr fixovat 12 hodin.

5) Oplachnout 50% alkoholem a vypirat v 70% alkoholu.

6) Ke kazdému sktku upevnit Stitek z polyetylénu, ktery jéegdem popsan a je n&m

oznaena orientace n&.

7) Preparéty ulozit do kadinky se 70% alkoholem.
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2. Barveni

Priprava:
1) 0,5% vodny roztok KMNnQ(LACHEMA)
2) 5% vodny roztok kyselinyt&velové GH,O,(LACHEMA)
3) 2% kyseliny §avelové GH,0,
4) 1% vodny roztok protargolu (Bayer, I. G. Farbenistde Aktiengesellschaft)
Roztok protargolu ffpravit vzdy cerstvy, bezprogedre pred pouZzitim. Navazeny
protargol nasypat na hladinu destilované vody \iriéal nechat samovaimozpustit,
nemichat, neprégpavat, nezafvat.
5) Redukni roztok:
Hydrochinon ... 1lg
Siticitan sodny (CHEMAPOL)........oiiiiiiii e e 259
DeStIlOVANE VOY .......ieiii et e e e e e e s 100 mi
Roztok gipravit vzdycerstvy bezprosedre pred pouzitim.
6) 0,25% vodny roztok Zlutého chloridu zlatitého AuCI3
Pripravit 1% zasobni roztok v destilované wod uchovavat v naprostéisté tmaveé
lahvi. Tésné pred pouZzitimredit v pongru 1:3 destilovanou vodou a okyselit ledovou
kyselinou octovou (1 kapka na 50 ml roztoku).
7) 5% vodny roztok sirnatanu sodného (LACHEMA)
8) medené dréatky
9) 50% etylalkohol na vypirani fixaze

10) odvodiovaci a zalévadgada (alkoholy 50%, 70%, 80%, 96%, 100%, xylol 2x)

11) kanadsky balzam (DPX Mounting for histology, FLUKA)

Postup barveni:

1)
2)
3)
4)

5)

Preparaty fevést ze 70% etanolugs 50% etanol do destilované vody.
Vlozit do 0,5% roztoku manganistanu draselnéhanirtut.

Oplachnout v destilované véd 5x po 30 s.

VloZit do 5% roztoku kyselinyt&velové - 5 minut.

Oplachnout v destilované véd 5x po 30 s.
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6)

7
8)

9)

10)

11)

12)
13)
14)
15)
16)
17)

18)

Jed¢ mokré preparaty (nesmi vyschnout) viozZit ve svigitoze do kadinky se stenym
a aisttnym medénym dratem, zalitym 1% roztokem protargolu. (Na bflQoztoku se
pridava 5 g midéného dratu.) Do kadinky s narovnanymi preparatyivienké ngdeéné
dratky.

Kédinku dolie uzavit a vlozit do termostatuip37 °C - 48 hodin
Preparéaty oplachnout v destilované &e@x po 5 s.

Preparaty vlozit do reddkiho roztoku (vodny roztok 1 % hydrochinonu a5 %

sifi¢itanu sodného) - 10 minut.
Oplachnout v destilované véd 5x po 30 s.

Preparéty vlozit do 0,5% roztoku chloridu zlatitéfpti tomto kroku je nutné pouZivat

plastovou pinzetu, aby nedoslo k vysrazeni koltidrdata) - 5 minut.

Oplachnout v destilované véd 2x po 5 s.

Preparaty vlozit do 2% roztoku kyselinga&elové - 5 minut.

Oplachnout v destilované véd 5x po 30 s.

Preparaty vlozit do 5% roztoku thiosiranu sodnéh® minut.

Preparaty propirat pod pomalu tekouci vodou - 18Caghinut.

Preparaty fevést alkoholovoiadou (50%, 70%, 80%, 96%, 100% etanol) do xylenu.

V konené fazi skléka montovat na podlozni skla do kapky kanadskéHmabai.

Sklicka nechat utuhnout ve vodorovné poloze - 48 hodin.

Nabarvené preparaty byly naslédnpozorovany mikroskopem Olympus BX51

a fotografovany digitalni kamerou Olympus DP71.
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4.2.2. Priprava vzorki pro transmisni elektronovou
mikroskopii
Fixaz

2,5% glutaraldehyd/ 5 mM CafZb,1M kakodylatovy pufr pH 7,2-7,4

Priprava:

1) K zasobnimu roztoku 0,2 M kakodylatu sodného (Ridyxes, Inc.J500 pl) pridat

0,1 N kyselinu chlorovodikovou (50) a promichat.
2)  Pridat 0,1 M chlorid vapenaty (5@ ) a dokie promichat.
3) Pridat 70% glutaraldehyd (Polysciences, 186 pl).
4)  Pridat deionizovanou vodu (364) a fixaz velmi dobe promichat.

5)  Upravit pH na 7,4 fidanim 0,1 N hydroxidu draselného.
Post-fixaz

1% Os04/ 0,8% ferrikyanid draselny/ 5mM CaCl2/ B kakodylatovy pufr pH 7,2-7,4

Priprava roztok I. 1,6% ferrikyanid draselny/ 10 mM Caf0,2 M kakodylatovy pufr pH 7,2-7,4
1)  Ferrikyanid draselny (1,6 g) rozpustit ve 100 nitddylatového pufru
2) Pridat CaC} . 6H,0 (0,22 g)
3)  Vysledny roztok uchovéavat v tmavé lahvi v lednioi\d/pofebovani.
Priprava roztok Il. :

1) Naredit 4% oxid osndely (Polysciences, Inc.J125ul) na 2% 0,2 M kakodylatovym
pufrem (125u).

2)  Roztok vychladit v lednici.
Priprava vzorku

1. Fixace:
1) Dobfe narostlé kultury stit 10 minut na 1000 x g.
2) Na pelet napipetovat fixaz (2,5% glutaraldehyd/rd @aC}/ 0,1m kakodylatovy pufr).

3) Pelet fixovat 2 hodinyi pokojové teplat.
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4)

Vzorek 3x vyprat v PBS pH 7,2 (vychlazeny) — vZzdpipetovat 1,5 ml, resuspendovat
a centrifugovat (5000 rpm/5 min).

2. Post-fixace:

1) Na promyty pelet nakapat vychlazeny roztok I. (230

2) Ihned gidat roztok Il. (25@l).

3) Smestadre promichat Pasteurovou pipetou.

4) Vzorek fixovat v lednici 15 minut.

3. Prani:

1) Po post-fixaci dolit zkumavku 10 ml PBS pH 7,2 atdéugovat (5000 x g / 10 minut /
4°C).

2) Vzorky 3x vypirat vzdy 10 ml PBS.

4. Dehydratace:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

Po posledni centrifugaci odsat PBS a k peléiap 70% aceton.

Pelet resuspendovat gepést do mikrozkumavky na 15 minut.

Vzorek centrifugovat 13000 x g/3 min tak, aby seveiil tvrdy pelet.
Pelet uvolnit opatraSpicatou Spejli ode dna mikrozkumavky.

Aceton vylit a do mikrozkumavky épnalit 70% aceton (10 — 15 minut).
Aceton vylit a nalit 90% aceton (10 — 15 minut).

Aceton wylit a nalit 100% aceton (10 — 15 minut).

100% aceton je8R2 x vynmenit (vZdy ponechan 10 — 15 minut).

5. Zalévani:

1)

2)

3)
4)

5)

Naredit kompletni Epon 100% aceton v posm1:1 a 1:2 do mikrozkumavek.

Epon: Poly/ BED 812 BDMA Mini (Polysciences, Inc) po fAdném smichani
komponent podle navodu byl eponuchovan ésminych injekinich stikatkach
pri -20 °C.

Ke vzorku gidat snés 1:1 na 30 minut.

Ke vzorku gidat sngs 1:2 fes noc.

Smes 1:2 vylit a na pelet nalit kompletni Epon.
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6) Eponem promyt 3 x.

7) Epon nalit do BEEM kapsle (cca do %) a pelétlip opatre z mikrozkumavky

na hladinu Eponu a Epon doplnit po okraj kapsle.
8) 24 hodin ponechat vzorek, aby pelet samayvé&lasl na dno.
9) Vzorek nechat polymerizovat 24 hodif 60 °C.

K dalSimu zpracovani byly vzorkyigdany do laborate elektronové mikroskopie, kde
probihalo krajeni ultratenkydfezl a kde byla provedena metoda negativniho kontréasfawtalnich
preparai: na sfku pokrytou formvarovou nebo aktivovanou uhlikovialdnou nakéapnout suspenzi
vzorku, adheze 2 minuty, odséati kouskem féititio papiru, fixace 2,5% GA v 0,1 M pufru 2-5 minut
oplachnuti gkolika kapkami destilované vody, kontrastovani l@apR-3% vodného roztoku octanu
uranylu nebo kyseliny fosfowolframové 2-3 minutglternativié kontrastovat v korirce parami jodu
(krystalicky jéd) 5-10 s (viz laboratoelektronové mikroskopie: http://web.natur.cundaim/).
Nasledr byly fezy prohlizeny pomoci transmisniho elektronovéhkroskopu TEM JEOL 101%
CCD kamerou Veleta.

4.2.3.  Stabilizace kultur v kapalném dusiku

Polyxenické i axenizované kultury trichomonad bylmrazeny v tekutém dusiku po 1 ml
s 5% Dimethyl sulfoxidem (DMSO) v mikrozkumavkachCryogenic tubes NALGENE).
Pri vymrazovani kultur byla mikrozkumavka z tekutétasiku opatré pondena do vlazné vody
po zavit. Po rozmrazeni byla cela kultura nejpraetkovana do media, kKdi naredni DMSO a hned

znovu ffeatkovana do nové zkumavky.

4.2.4. Izolace DNA

DNA z axenickych a polyxenickych kultur byla izokova pomoci kitu ,High Pure Template
Preparation Kit* (ROCHE) dle protokolu vyrobce. ¥gbednim kroku byla DNA eluovana do 100ul

elueniho pufru. 1zolovana DNA byla skladovana v mrazgku20 °C

DNA z vytéra dutiny Ustni p& a kaek byla izolovana pomoci stejného kitu (ROCHE)
dle protokolu vyrobce s nasledovnymi modifikacend) ve 4. kroku promyvani byl vzorek
centrifugovan 2,5 minuty, 2) v 5. kroku byla DNAkitbovana s 50 pl etniho pufru 1 minutu.

Izolovana DNA byla skladovana v mrazakii{20 °C.

DNA ztrusu p8 akaek byla izolovana pomoci kitu ,QlAamp® DNA Stool Mi Kit*
(QIAGEN) podle protokolu vyrobce. Pro zvySeni sewity byl protokol modifikovan (Gookiret al.
2002): 1) v 9. a 10. kroku bylo k supernatantidgmo 20 ul proteindzy K mistoipodnich 15 pl
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a vzorek byl navic inkubovan 1 hodinti p6 °C, 2) krok 15. a 16. byl proveden dvakrapaslednim
kroku byla DNA eluovéana do 50 pl pufru AE a naskedkladovana v mrazaku -20 °C.

Z davodua rizika kontaminace vzotkDNA T. vaginalisv nasi laboratid, byla izolace DNA
z vytéra a trusi a giprava PCR reakci provéaa v laboratti RNDr. Evy Nohynkové, Ph.D., odteni
tropické mediciny 1. LF UK.

4.2.5. Nested PCR

Pomoci nested PCR byla amplifikovana DNA v obl#B81-5.8S rRNA-ITS2. K amplifikaci
byly pouzity d¥ sady primei (tabulka 7). Zasobni roztoky printebyly vZzdy desetkrat fadny

na vyslednou koncentraci 10 pM.

Tabulka 7: Obecné primery na amplifikaci ITS1-5/8NA-ITS2 trichomonad (Gookiet al. 2002;
KutiSovéaet al.2005).

Primer Sekvence Velikost produktu
_ ITS-R 5-TTCAGTTCAGCGGGTCTTCC-3"
1. par primeit 350 bp
ITS-F 5 -GTAGGTGAACCTGCCGTT-3
TFITS-F | 5-CTGCCGTTGGATCAGTTTCG-3’
2. par primett 208 bp
TFITS-R | 5-GCAATGTGCATTCAAAGATCG-3’

Reakni snes byla michana podle tabulky 8 a tabulky 9. Do kabdpokusu byla *¥azena
negativni kontrola, tj. vzorek bez DNA, misto DN& pridana voda, a pozitivni kontrola, tj. vzorek,
do kterého byla iidana DNA z trichomonad. Bylyfjpraveny vzdy d¥ PCR reakce Do 1. PCR
reakce byly zéazeny d¥ kontroly: 1) negativni - 1ul vody, 2) pozitivnilgl DNA z trichomonad.
Do 2. PCR reakce byly gazeny fi kontroly: 1) negativni - 1ul vody, 2) negativni 1ul PCR
produktu z negativni kontroly z prvni reakce, 3kigeni - 1yl PCR produktu z pozitivni kontroly
z prvni reakce. PCR byla provedena v termocykléauitV96 Well Thermal Cycler za podminek

shrnutych v tabulce 10.
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Tabulka 8: SloZeni re&ki snési pro 1. PCR reakci.

a) Amplifikace izolované DNA z vyira dutiny dastni.

Slozky reakéni smési pro V = 25pl pl

Sterilni PCR HO

0,5

EmeraldAmp MAX PCR Master Mix| 12,6

b) Amplifikace izolované DNAsu.

Slozky reakéni smési pro V =25ul | pl

Sterilni PCR HO

0,5

EmeraldAmp MAX PCR Master Mix 12,5

ITS-F 1 BSA 2,5

ITS-R 1 ITS-F 1

DNA 10 ITS-R 1

DNA 1

Tabulka 9: SloZeni re&ki snési pro 2. PCR reakci.
SloZky reakéni smési pro V = 25l pl
Sterilni HO 0,5
EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (TAKARA) 12,5
TFITS-F 1
TFITS-R 1
Amplifikovanid DNA z 1. Reakce 1
Tabulka 10: Teplotni podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C] Cas[min] Poéet cykla
Potateéni denaturace 95 5,00 1
Denaturace 95 0,30

60 (primery ITS)
Nasedani primena : 0,30 35
57 (primery TFITS)
Polymerace 72 0,30
Zavére¢nda polymerace 94 5,00 1
15 neomezeh
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Pro vyloweni selhani izolace DNA byla u negativnich viorkmplifikovana DNA psa
a katky pomoci primeru BG-F a BG-R (tabulka 11) za tepilkch podminek reakce v tabulce 12.

Tabulka 11: Primery na amplifikaci betaglobinu HB&ky a psa

Primer Sekvence Velikost produktu
BG-F 5-ATGAAGTGCGGCGAGGCC-3'

978 b
BG-R 5-CACACACACCAGCACGTTGC-3 P

Tabulka 12: SloZeni redii sn€si pro PCR.

SloZky reakéni smési pro V = 25l pl
Sterilni miliQ HO 0,5
EmeraldAmp MAX PCR Master Mix 12,5
BG-F 1
BG-R 1
DNA 1

4.2.6. Gelova elektroforéza a purifikace PCR produktu

DNA izolovana z vyru dutiny ustni a trusu amplifikovdna pomoci PCRabgnalyzovana
na 2 az 3 % agarézovém gelu. Do jamek byl napiget@ely objem PCR produktu (2. Fragment
DNA byl po elektroforéze vizualizovany pomoci ,SYBjReen". V zavislosti na typu vzorku byly
pozitivni vzorky vyiznuty z gelu a fisttny pomoci kitu ,OlAguick®Gel Extraction Kit".
Purifikovana DNA byla eluovana do 3d elu¢niho pufru. Nasledh byl vzorek DNA poslan na
sekvenaci z obou simi. Pogipack byla DNA zaklonovana do plastidu TOPO a sekvenavan
nasleds.

DNA izolovana z kultur byla amplifikovana pomoci R@ analyzovana na 1,5 % agar6zovém
gelu. Do jamek bylo napipetovdnoub PCR produktu. Jestlize byl na gelu patrny pouzéen
fragment, byl PCR produkt purifikovaniimo z reakni snési pomoci komemé vyrabsného kitu
,High Pure PCR Product purification Kit* (ROCHE). pfipac, Ze na gelu bylo patrno vice
fragmentu, byla provedena elektroforézastsivn mnozstvim PCR produktu, poZzadované fragmenty
byly z gelu vyiznuty a peciStény pomoci kitu ,OlAguick®Gel Extraction Kit“. V oho pripadech
byla purifikovana DNA eluovana do 30 elu¢niho pufru. DNA byla zaklonovana do plastidu TOPO

a osekvenovana. Zbyla DNA byla uchovana v -20 °C.
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4.2.7. Klonovani

Ligace do vektoru TOPO

PCR produkt byl vloZzen do vektoru TOPO pomoci kiflOPO TA Cloning® Kit"
(Invitrogen) podle protokolu vyrobce. Ligai smés obsahovala PCR produkt (2), roztok soli
(0,5ul) a vektor (0,5ul). Vektor bylo nutné drzet na ledu, &snbyla po pidani vektoru kratce stena

a inkubovanaip 25 °C 45 minut.

Transformace bunék:

1) K 100ul kompetentnich bufk TOP10Escherichia colbylo pridano 3ul ligaéni sngsi.
2) Smes byla ikubovana na ledu 20 minut.

3) E. colibyla vystavena teplotnimu Sokiegré na 35 s porienim do laz& o 42 °C.

4) lhned poté byla s#s vracena na led a inkubovana 2 minuty.

5) Ke sne#si bylo gidano 250 pl SOC media (tabulka 6).

6) Smes byla inkubovana na stolitepace @i 180 rpm 1 hodinuip 37 °C.

7) Po inkubaci byly bakterie vysety na plotnu, ztusités agaru a LB media (tabulka 5b)
s 30ul Kanamycinu a 3@l X- gal (50 mg/ml).

8) Smes byla kultivovdna dnem vahu v termostatu 12-16 hodin.

Kontrola p Fitomnosti inzertu v plasmidu pomoci PCR

Pomaci sterilni Spky byly z kazdé plotny odebrany 3 bilé kolonie suspendovany v 2
PCR vody ve sterilnich mikrozkumavkach. Z mikroziawek bylo odebrano pl suspenze aiwano,
na misto DNA, k PCR reéki snési pripravené podle tabulky 9. Poté byla amplifikovaneZzena
DNA pomoci PCR (tabulka 10). DNA fragmenty v pladmibyly po elektroforéze vizualizovany

pomoci ,SYBR green“. Rtomny fragment poZadované délky znamenal pozitatanii.

Izolace plasmidové DNA z bakterii

Jedna vybrand pozitivni kolonie z kazdé plotny b@isuspendovana v mikrozkumavce a byla
naaikovana do 5 ml tekutého LB média (tabulka 5a)u$ Skanamycinu a inkubovana n@pace
pii 37 °C 12-16 hodin.

Narostlé biiky byly centrifugovany fi 4000 x g po dobu 5 minut a supernatant byl pollé.o

Plasmidova DNA byla izolovdna pomoci kitu ,High BuPlastid Isolation Kit“. Plasmidova DNA

byla eluovdna do 40l eluwniho pufru akoncentrace vyizolované DNA bylaéiema
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na spektrofotometru (NanoDrop® ND-1000, ThermokHist&zientific). Vzorek byl skladovan
v -20 °C.

4.3. Diagnostické metody

Kultivaci a molekularnimi  metodami byly zigvany d¢ skupiny trichomonad

1) trichomonady Zijici v dutthUstni pd a katek, tzv. orélni trichomonady a 2) trichomonadyciji

v zaZivacim traktu fisa katek, tzv. stevni trichomonady.

4.3.1.  Oralni trichomonady

Zpusob odkEru

Vzorky byly ziskany vyfrem sliznice dutiny astni sterilni vatovowitykou (DELTALAB).
Vytér byl vioZen a uzaen do 2 zkumavek: 1) do kulti#faiho média dle Dobell-Leidlawa, 2) do 4 ml
96 % etanolu, ktera byla promichana. Vzorky v mdaily transportovany do 24 hodin do laboiato
v polystyrenovém boxu o teptot20-30 °C, a poté byly avloZeny do termostatu °@). Vzorky

v etanolu byly transportovany v polystyrenovémubeXedem a uloZeny do lednice.

Zpracovani vzorki v kultivaénim médiu

Odebrané vzorky byly kultivovany v termostatii 7 °C. Od druhého dne po dobu desefi dn
byly vzorky kontrolovany sstelnou mikroskopii fi zvétSeni 100 x. Pozitivni kultury byly
preackovany tak, Zze ze dna zkumavky byl odebran cca lafienesen daistého media podle
Wenricha nebo do média TYSGM, kde repstali kultury bakteriemi a byly pasaZzovany minin&ln

dalSich deset dn Dokre rostouci kultury byly zamrazeny do tekutého dugi& fech zkumavkach.

Z kultur byla izolovana DNA, z které byla amplifikéna oblast ITS1-5.8S rRNA-ITS2
pomoci 1. parem obecnych primigiTS tabulka 7). Tato oblast byla dale zaklonovarsekvenovana.
Vysledna sekvence DNA oblasti ITS1-5.8S rRNA-IT§2atpouZzita pro fylogenetické analyzy.

Zpracovani vzorki v etanolu

Vzorky v etanolu byly sterikirozcleny plastovymi pipetami do 2 ml mikrozkumavek. dad
zkumavka byla vZzdy zamrazena v -80 °C a druha peysto izolaci DNA. Bed izolaci byly vzorky
centrifugovany f 13 000 x g 15 minut. Nasledyl odstragn supernatant a pelet byl resuspendovan
v 200 pl vychlazeného PBS. Z taktdigpaveného vzorku byla izolovdna DNA. Vzorek eluoga
DNA byl podroben testu nested PCR. Pokud byl vzgrekitivni a DNA nebyla ziskana kultivaci
paralelniho vzorku, byla amplifikovand DNA ze vzork etanolu dale klonovana do plastidu

a sekvenovana pro ziskani sekvence v oblasti IT83ERNA-ITS2.
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4.3.2.  Stirevni trichomonady

Zpusob odkEru

Vzorky na diagnostiku gvnich trichomonad byly odebiranyeplevSim u kéek s pfijmy,
kotat do 1 rokugistokrevnych keéek a k@ek Zijicich pohroma#is vice jak pti dalSimi kakami.
Dale byly odebirany pouze utpdo 1 roku s pifjmy a v Utulcich u pss pfijmy, ale pouze vippad,

kdy prijem nebyl zisoben zrdnou krmiva.

Pro kultivaci byly vzorky ziskany wytem konéniku vatovou tyinkou do média
(Diamondovo médium s antibiotiky), transportovany 24 hodin do laborate v polystyrenovém
boxu o teplat 20-30 °C a nasledrvioZzeny do termostatu (37 °C). Pro molekularnigdizstiku byl
do etanolu (10 ml 96 % etanol) odebran cca gengtvého trusu bez podestylky a jiné kontaminace
nebo byl proveden vyplachist veterinarnim Iéke@m — zavedeni katetru per rektum do lumebevst
a pomoci injekni stikacky vyplachnuti obsahuigtv cca 5 ml fyziologického roztoku. Vzorek byl

v etanolu promichén a vioZen do lednice.

Zpracovani vzorki v kultivaénim médiu

Vzorky kultivované ze gev byly kontrolovany ze stdu a ze dna zkumavky, pozitivni kultury
byly ptectkovany (0,5 ml) do Diamondova média TYM. VzoreKk pgvaZzovan za negativni, jestlize
nebyla Zadna trichomonada nalezena v primokelli0. den kultivace. Vykultivované trichomonady
ze stev byly axenizovany pomoci migi@ rourky s Diamondovym médiem a antibiotiky podle
tabulky 4. Axenizované kultury byly zamrazeny dieuigho dusiku. Z kazdé axenizované kultury byla
zarover izolovana DNA, ktera byla amplifikovdna 1. péarenbeonych primer (tabulka 7)

a amplifikovana DNA byla klonovéana a poslana nassaRci.

Zpracovani vzorki v etanolu

Vzorky trusu v etanolu byly homogenizovany a zeraky byl sterild odebran homogenni
trus do 2 ml mikrozkumavky pro izolaci DNA. Zkumavke zbylym trusem byla zamrazena v -80 °C.
Vzorek v mikrozkumavce byl centrifugovaii @3 000 x g 15 minut. Po odsteam supernatantu byla
ze vzorku izolovana DNA. Vzorek eluované DNA byldpoben nested PCR. Pozitivni vzorky byly
identifikovany 1) pomoci sekvenace, 2) pomoci refIER se specifickymi primery pro amplifikaci
DNA Tritrichomonas foetuss Useku ITS1-5.8S rRNA-ITS2 (tabulka 13) a 3) poemtandemove
(dvojité) PCR za pouziti specifickych prindepro amplifikaci DNA Pentatrichomonas hominis
v Useku ITS1-5.8S rRNA-ITS2 (tabulka 14). R&siksneés obou PCR reakci byla michana podle
tabulky 9. Teplotni podminky PCR reakci jsou shynutabulce 15.

Tabulka 13: Specifické primery pro amplifikaci regu ITS1-5.8S rRNA -ITSZritrichmonas foetus.
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Primer | Sekvence Velikost produktu

) TF-F1 5-CGTTAATAATTACAAACATATTT-3'
1. par primeit 314 bp
TF-R1 5-GAGACAGAACCCTTTTGTTAATACA-3'

TF-F2 5-CACATAATCTAAAAAATTTAGACCT-3'
2. par primet 197 bp
TF-R2 5-TTGGTATTAAATTAATATGGGT-3'

Tabulka 14: Specifické primery pro amplifikaci DNA hominig(v regionu ITS1-5.8S rRNA-ITS2).

Primer Sekvence Velikost produktu
PH-F 5-CCTAACTTAATGTAAGGTCTCT-3'

338 b
PH-R 5-ACATATCCCAGACTACGTGTTT-3' P

Tabulka 15: Teplotni podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C] Cas[min] Poéet cykli
Pocatecni denaturace 95 5,00 1
Denaturace 95 0,30
52 (primery TF-F1,TF-R1)
Nasedani primer 58 (primery TF-F2,TF-R2) 0,30 35
60 (primery PH)
Polymerace 72 0,30
Zavére¢nda polymerace 94 5,00 1
15 neomezeh

4.4. Zpracovani sekvendnich dat

4.4.1. Fylogenetické analyzy

Oralni trichomonady

Ziskana sekvence ITS1-5.8S rRNA-ITS2 kmene OCa4 pguzita pro vyhledani homolgnich
sekvenci v databazi NCBI pomoci programu BLAST.d3at 45 ziskanych sekvenci izolovanych
Z 8 katek a 37 p8 byly poté porovnany s 50-ti sekvencemi v UsekulFbSBS rRNA-ITS2 fibuznych
druhi trichomonad (obradzek 13). Sekvence byly alignovarspuboru prograin Genious v. 7.0.5

pomoci programu ClustaW. Alignment byl poté man&alpraven. Vysledna délka ,alignmentu”
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¢inila 294 bp. Optimalni substitni modely byly testovany v programu jModelTest 2(fibaet al.
2012) a PhyML(Guindon & Gascuel 2003). K fylogeciet analyze byla pouZita metoda ,maximum
likelihood“ v programu PhyML s pouZzitim GTR+F modelu a bootstrapovou analyzou s 1000
pseudoreplikaty, Bayesovska metoda (model GTRjthain lenght 1,100,000; heated chains 4,
heated chain temperature 0,3; burn in length 10@),@Buelsenbeck & Ronquist 2001) a metoda
»-maximum parsimony*“ v programu PAUP v.4.0b (Swoff@002).

Stirevni trichomonady

Sekvence ITS-5.8S rRNA-ITSZ. foetusziskané zeit izolati z katek byly porovnany
se sekvenciT. foetusizolovanou ze skotu (AF339736) a zkg (AF466750). Sekvence byly

porovnany za pouZiti souboru progia@enious v programu ClustalW.

4.5. Statisticka analyza a vyhodnoceni dotaznik

Statistické analyzy byly provedeny v program R,zee.1.0 (© The R Foundation for
Statistical Computing 2008). Prevalence trichomomgdi a kasek vCeské republice byla vypiiana
s 95 % intervalem spolehlivosti (95 % CI) testepmop.test Epidemiologicka data slouzila
ke stanoveni souvislosti mezi demografickymi faktorzdravotnimi faktory a nakazou
trichomonadami. Tuto souvislost zj@d/ala pravépodobnost onemoéni u skupiny jeding
exponovanych ¢akému faktoru, ale i u skupiny neexponovanych.oTptavd&podobnost byla
modelovana logistickou regresi v programu R (htkpviv.R-project.org) a byl vypten KiZzovy
poner (odds ratio OR), ktery je zaloZzen na pojmu ,Sana@nemocéni* (Prochazka 1999). Stepwise
logisticka regrese byla pouZita pro stanoveni m&jSich asociaci mezi faktory a jeji vysledek byl
odeiitan jako signifikantni nejménna 5 % hladié (P). Presnost odhadu pafmu Sanci onemoeni
popisuje 95 % interval spolehlivosti intervalu @bCI) (Prochazka 1999; Prochdzka 2014).
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5.VYSLEDKY

-

Tato studie byla za#itena na identifikaci trichomonad Zijicich v Gstnitidé (tzv. oralni
trichomonady) a v zazivacim traktu (tzviesni trichomonady) u psa katek vCeské republice.
Duraz byl kladen na identifikaci patogenniho drdhitrichomonas foetygehoZz vyskyt u psa kasek
v CR zatim nebyl zaznamenan. Prokazani a rozlisetiomonad u gsa kasek v této praci spdvalo
ve trech krocich: 1) sy vzorki a informaci o odebraném ¥efi (epidemiologicky dotaznik —
ptiloha 1 a 2), 2) detekce trichomonad pomoci kutiiva nested PCR a 3) druhova identifikace
trichomonad pomoci sekvence DNA oblasti ITS1-5BNA-ITS2.

5.1. Oralni trichomonady

Odbsr vzorka probihal od prosince 2012 do prosince 2013. Vzolgy odebirany
na kultivaci a nested PCR, tak aby se dala porosearitivita pouzitych metod. Pro diagnostiku
oralnich trichomonad bylo odebrano 126 vZorktéra dutiny Gstni ze psa 135 vzork z kosek.
Zpocatku byly odebirany vzorky pouze pro kultivaci @psi a 37 u kéek), pozdji i pro nested PCR
(99 u p$ a 94 u kaek). Ctyti vzorky byly ziskany pouze pro nested PCR.d@lbsru vytira z dutiny
Ustni bylo dbano nat#tladny st&r ze sliznice, dasni a z okoli Zub ProtoZze jsme zprvu
negredpokladali pitomnost vice druln trichomonad v oralni dutth psi a kaiek, zaloZili jsme
molekularni diagnostiku na nested PCR za pouZittcofch primek, které nerozliSuji druh
trichomonad. Po sekvenci nah&drybranych izolél jsme vSak zjistili itomnost vice druly a proto
jsme se pokusili zfiné ze ziskaného materialu sekvenovat dal3i izol&gkvenace se v3ak pdita
s vyrazg mensim pétem vzorki, které byly pozitivhi metodou nested PCR. Pro looceéni
prevalence a demografickych fakiojsme proto pouZili jak data ziskana bez rozlisgmnihi, tak

oddgleng pro dva zjis&&né druhy.

5.1.1. Charakteristika studovanych populaci

Odbér vzorka byl proveden zcela naho#lrz tiznych skupin ps a kaiek. Charakteristika
vySetovaného zvete byla vyplgna do dotazniku. Mezi zjidvané Udaje p#ti: pohlavi vek,
plemenglokalita-kraj, zpisob ubytovanizda jsou jedinci chovani po jednom nebo vidgpachovuy
tedy zda zwie pochazi z Gtulku nebo z doméacnosti od majitetdofa3). Psi a kiky byli roz&leni
do dvou ¥kovych kategorii podle dospivani na jedince mldtidet a jedince starsfitlet. Déle byl
zaznamenan zdravotni staviete, kdy byla zvata firazovana dort skupin:zubni potizgrespirachi
potiZe a jina onemoc#ni. Skupina sezubnimi potiZzemgzahrnovala vSechna ¥afa s mirnym az
pokragilym zubnim kamenem, s gingivitidami aZz periodonidi onemoc#nimi. Pokud byla dutina
Ustni zdrava, bez zubniho kamene a bezemanalych déasni, byl jedinec ozea tak, Ze je

bez zubnich potizEkupina sespira‘nimi potizemizahrnovala zvata, ktera trgda na rymy, astma,
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kaSel a za&¥ty dychacich cest. Pokud jedincilindiagnostikovanou &akou jinou nemoc nebo byl
léceni, byli zahrnuti do skupinyind onemoc#ni. Posledni zjifovanou informaci bylo, zda jsou

zvirata odervena.

Psi

Vytér z dutiny Ustni a epidemiologicky dotaznik bylkés od 126 ps(tabulka 16, filoha 3).
VySetovani psi byli z 61,1 % samci a z 38,9 % samigehesck se pohyboval v rozmezi od jednoho
meésice do Sestndcti let gmer 5,1 let). Bylo studovano 47,6 %tpmladsi fi let 52,4 % p& starSi i
let. Studovand populace tpgahrnovala 50 % ikZendi a 50 % pé& cistych plemen (s fikazem
puvodu — PP, i bez PP). Vy$etana plemena pojimala mala plemenigdsti i velka (od yorkSirského
teriéra pes border kolie az po kavkazského pasteveckého @d€e§0 majitel bylo vySeteno 60,3 %
psi, patet psi v jedné domacnosti se pohyboval od jedné dio(pramer 1,12) a celkem 39,7 % {ps
bylo vySeteno z 6 utulk (Liberec, Frydlant, Léany, Ceska lipa, Kolin, Patbrady). Ve ¢tSin
atulkd Zili psi oddtlerg, pouze ve dvouifpadech Zili vdichni psi spale¢ - Lucany (n=10) aCeska
lipa (n=2). Dohromady s vice jak jednim psem Zi% vySetovanych p8, samostath po jednom
bylo chovano 31 % s VySetovani psi pochazeli z Sesti kia{eské republiky, 32,5 % z Prahy,
31 % ze SednichCech, 23,8 % z Liberecka a z ostatnich kraplem 5 %. Veterinarnim lékam
bylo odebrano 10,3 % vzaik(Veterinarni klinika ERIKA, Praha 8 a Veterinaklinika Pasernice,
Praha 9).

Podle onemoami byli psi rozéleni do #i skupin: 1) psi seubnimi potizem(31,7 %), 2) psi
srespirachimi potizemi(4,8 %) a 3) psi gnym onemocenim (17,5 %). Skupina fbs sjinym
onemocenim zahrnovala psy s pligmi v uSich, nddory, mastocyty, zdy prostaty a méovych cest,
kozZni a srdéni choroby, gastroenteritidy, mozkovélpdy a epilepsie. Zdravychipbez jakéhokoli
onemocgni bylo 46 %. Oderveno bylo 91,3 % vyS&nych p4.
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Tabulka 16: Charakteristika vy$etané populace fis

Charakteristika populace Pocet psi Podil pai

Samec 77 61,1 %
Pohlavi )

Samice 49 38,9 %

< 3 roky 60 47,6 %
Vék

> 3 roky 66 52,4 %

Cistokrevni 63 50,0 %
Plemeno

K#izenci 63 50,0 %

Maijitel 76 60,3 %
Typ chovu i

Utulek 50 39,7 %

> 2 jedinai 87 69,0 %
Ubytovani

1 jedinec 39 31,0%

Praha 41 325%

Streda‘esky 39 31,0%

) Liberecky 30 23,8 %

Kraj

Kralovéhradecky 7 5,6 %

Pardubicky 3 2,4 %

Ustecky 6 4,8 %

Ano 40 31,7 %
Zubni potize

Ne 86 68,3 %

Ano 6 4.8 %
Respiraéni potize

Ne 120 95,2 %

Ano 22 17,5 %
Jina onemocréni

Ne 104 825%

Ano 115 91,3 %
Od¢erveni

Ne 11 8,7 %
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Kocky

Vytér z dutiny Gstni a epidemiologicky dotaznik byl kéis od 135 k&ek (tabulka 17,
priloha 3). VySatované kéky byly z 57,8 % samci a ze 42,2 % samice, jejiublk se pohyboval
v rozmezi od dvou #sial do dvanacti let (@mer 2,9 roku). Kéek mladsSichif let bylo 69,6 % kdek
a katek starSichit let bylo 30,4 % k&ek. Studovana populace zahrnovala 71,1 #ekalomacich
(ktizend) a 28,9 %cistokrevnych zahrnujicich 12 plemenéi@inou s PP). Od 60 majitelbylo
vySeteno 65,2 % k&ek, pdet odebranych k@k na domacnost se pohyboval odjedné do Sesti
(pramér 1,5). Celkem 34,8 % Rek pochazelo ze sedmi GtalkPraha 2x,Cesky brod, Liberec,
Frydlant, Luany, Ceska lipa). Ve &3in¢ Gtulka Zily kocky oddslens ve skupinach, z kazdé skupiny
byla vySetena jedna az dwkocky. S vice jak jednou Ké&ou dohromady Zilo 77 % vy&enych kaéek,
samostat® Zilo 23 % kaek. VySetované kéky pochazely ze sedmi kiaiCeské republiky, 45,2 %
z Prahy, 13,3 % ze®dnichCech, 26,7 % z Liberecka a z ostatnich krdp 5 %. Veterinarnim
Iékarem bylo odebrano 24,4 % vzark

Zubni potiZe byly pozorovany u 14,8 %ckd, respiranimi potizemi trglo 17,8 % kdek a
25,9 % trglo jinymi onemocgnimi (nadory, kalcivirus, panleukopenie, #amocovych cest a ledvin,
zaret hrudniku, zazivaci problémy, giardi6za). Zdravkekiek bylo 41,5 %. Ogkerveno bylo 79,3 %
vySetenych kaek.
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Tabulka 17: Charakteristika vy$etané populace kek.

Charakteristika populace Pocet kocek Podil katek

Samec 78 57,8 %
Pohlavi )

Samice 57 42,2 %

< 3 roky 94 69,6 %
Vék

> 3 roky 41 30,4 %

Cistokrevni 39 28,9 %
Plemeno

K#izenci 96 71,1 %

Maijitel 88 65,2 %
Typ chovu i

Utulek 47 34,8 %

> 2 jedinai 104 77,0 %
Ubytovani

1 jedinec 31 33,0 %

Praha 61 45,2 %

Streda‘esky 18 13,3%

Liberecky 36 26,7 %
Kraj Kralovéhradecky 5 3,7 %

Pardubicky 6 4,4 %

Karlovarsky 3 2,2%

Ustecky 6 4,4 %

Ano 20 14,8 %
Zubni potize

Ne 115 85,2 %

Ano 24 17,8 %
Respiragni potize

Ne 111 82,2 %

Ano 35 259 %
Jind nemoc

Ne 100 74,1 %

Ano 107 79,3 %
Od¢erveni

Ne 28 20,7 %
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5.1.2. Detekce trichomonad

Oralni trichomonéady byly detekovany pomoci kulti#@cmolekularni metodou nested PCR.

Kultivace

Psi

Kultiva¢né bylo testovano 126 v§tta z dutiny Ustni ps a z toho 45 vyira bylo pozitivnich
na oralni trichomonady. Jednotlivé kmeny trichontbbgly ozngeny zngkou OCaX, kde O = oral,
Ca =Canis X = paadoveédislo (tabulka 19). Z 39 kultur se pdda izolovat DNA, 6 kultur se
nepodéilo udrZzet. V kapalném dusiku bylo zamrazeno 23 riimeralnich trichomonéd. V kulte
OCal5 byl zji&n dvoji produkt sekvenace, ktery odpovidal dvothdinu trichomonad Trichomonas

tenaxaTrichomonassp.).

Kocky

Z dutiny ustni kéek bylo kultivovano 131 vytt, ztoho bylo 12 kultivaci pozitivnich
na oralni trichomonady. Jednotlivé kmeny trichontbbyly ozngeny jako OFeX, kde O = oral, Fe =
Felis, X = paadové ¢islo (tabulka 20). Do tekutého dusiku bylo zamraZz&n kmeri oralnich

trichomonad z kéek. Ze vSech 12 kultur trichomonad byla izolovardD

Nested PCR

K vySefeni vzorki na gitomnost trichomonad byla pouZita metoda nested ,PKi&a
zahrnovala dva péary primer(ITS-F, ITS-R a TFITS-F a TFITS-R). Tyto primerynglifikovaly
fragmenty oblasti ITS1-5.8S rRNA-ITS2 u trichomort#ek druhové specifity (obrazek 9) o velikosti
350 a 208 bp (obrazek 10).

Obrazek 9: Nasedani printerpti amplifikaci oblasti ITS1-5.8S rRNA-ITS2 u trichanad
bez druhové specifity pomoci nested PCR. Gen X&fijk rRNA malé ribozomalni podjednotky,
geny 5.8S a 28S koduji rRNA pro velkou ribozom@adjednotku, vS8echny geny jsou u trichomonad
vysoce konzervativni. ITS oblasti jsou befdadané useky DNA, které jsou variabilni pro rady
druhy trichomonad. ITS-F a ITS-R je prvni par gitn TFITS-F a TFITS-R je druhy pér prinder

60 80 100 120 140 160 80 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 4%

s i
155 oA zs1 - S85ENA T I — 23R4
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Obrazek 10: Rklad vysledku testu pomoci metody nested PCR. Kikplané oblasti gein

pro ITS1-5.8S rRNA-ITS2 jsou patrné jako pruhy dikasti 350 a 208 bp. Vzorky. 2, 3, 6 a 7 jsou
pozitivni vzorky na oralni trichomonady. Vzorky 1, 4, 5 a 8 jsou negativni na@itpmnost DNA
orélnich trichomonéd. Negativni kontroly jsou vyilg PCR reakce, do kterych byldigana voda
misto DNA. Pozitivni kontrola obsahuje DNA z or&lmitrichomonéd.

Pozitivni kontrola

Negativni kontroly

Vzorek

1 000bp

400bp
200bp

Kontrola izolace DNA byla provedena pomoci pritnenavrzenych nafragment genu
pro hemoglobin beta globin (HBB) psa akg. Z divoda podobnosti tohoto genu u psa iékg, byl
navrzen jeden par primepro oba druhy. Amplifikace DNA psa adiy byla UsgSna u vSech vzoik
které byly negativni na oralni trichomonadyiiklad amplifikace fragmentu genu pro HBB je
na obrazku 11.

Obrazek 11: Amplifikace fragmentu genu pro HBB uckgo ve vzorku, ktery byl negativni
na gitomnost orélnich trichomonad. Vzorékl je pozitivni na fitomnost genu kiky, Sipka ukazuje

na amplifikovany fragment DNA HBB o velikosti 97®.bVzoreké. 2 predstavuje negativni kontrolu,
do které byla pdana voda misto DNA.

Vzorek 1 2

1 000bp

400bp
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Pomoci metody nested PCR bylo celkem wgSes 99 vzork psi, z nichz 39 bylo pozitivnich
na g@itomnost oralnich trichomonéad (tabulka 18). Wddo bylo zjiSéno z 98 vzork 20 pozitivnich
(tabulka 18).

Tabulka 18: Rehled vySeenych vzork molekularni metodou. Ztabulky je ¥l Ze metoda

molekularni diagnostiky je vhodj$i k detekci organismu, nez kesapému uteni do druhu.

Psi Kotky
Pocet vzorki 99 98
Pocet pozitivnich 39 20
Pocet identifikovanych trichomonéad 4716 1z14
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Tabulka 19: Rehled izolovanych kménTrichomonad z dutiny Ustni psM-samec, F-samice.

Charakteristika vySetfeného psa Vysledek diagnostiky
Kmen | Pohlavi Mésic| Plemeno Rivod Nested PCR Kultivace
OCal | M 11 Kizenec Praha - pozitivn
OCa2 | M 11 Kizenec Praha - pozitivn
OCa3 | F 72 Nmecky owék | Dvar Krdlové nad Labem | - pozitivni
OCa4 | M 8 KiZzenec Praha - pozitivn
OCa5 | M 12 Nmecky owék | Ptice - pozitivni
OCa6 | M 36 Nmecky owék | Ptice - pozitivni
OCa7 | M 24 Kizenec Praha - pozitivn
OCa8 | F 120 | KZenec Praha - pozitivn
OCa9 | F 168 | KokrSpah Praha - pozitivni
OCalQ M 96 Border Kolie Praha pozitivni pozitivn
OCall| F 132 | Staford Praha pozitivni pozitivni
OCal2 F 96 Krizenec Lgany Jablonec nad Nisomegativni pozitivni
OCal3| M 48 Kiizenec Lgany Jablonec nad Nisopozitivni pozitivni
OCald| F 72 Krizenec Lgany Jablonec nad Nisopozitivni pozitivni
OCal5| F 96 Krizenec Lgany Jablonec nad Nisomegativni pozitivni
OCal6| F 84 Krizenec Lgany Jablonec nad Nisopozitivni pozitivni
OCal7| F 120 | Kizenec Lgany Jablonec nad Nisopozitivni pozitivni
OCalg M 48 Kiizenec Lgany Jablonec nad Nisopozitivni pozitivni
OCal9 F 60 Krizenec Lgany Jablonec nad Nisopozitivni pozitivni
0OCa20 F 96 Krizenec Praha pozitivni pozitivn
OCa2l|M 120 | Kfizenec Praha pozitivni pozitivn
OCa23 F 16 Teriér Kladno pozitivni pozitivni|
OCaz24| M 16 Teriér Kladno pozitivni pozitivni
OCa25| F 192 | Kizenec Jirkov negativni pozitivn
OCaz26/ M 192 | Kfizenec Jirkov pozitivni pozitivni
OCa27|M 96 Némecky owék | Frydlant negativni pozitivni
OCa28 F 156 | Kizenec Frydlant pozitivni pozitivni
OCa29 M 120 | Kfizenec Frydlant pozitivni pozitivni
OCa30 M 120 | Kfizenec Liberec pozitivni pozitivni
OCa3l| F 84 Ktizenec Liberec pozitivni pozitivni
OCa32 F 96 Ktizenec Liberec pozitivni pozitivni
OCa34 M 96 Kiizenec Kolin pozitivni pozitivni
OCa35 M 24 Kniras velky Poabrady pozitivni pozitivni
OCa37| M 72 Kiizenec Liberec pozitivni pozitivni
OCa37| F 72 Chodsky pes Pdbrady pozitivni pozitivni
OCa38 M 192 | Kfizenec Usti nad Labem pozitivni pozitivn
OCa40 M 24 Kiizenec Praha negativni pozitivr
OCa4l| F 144 | Labrador LaznBohdané negativni pozitivni
0OCa42 F 132 | Labrador LaznBohdané pozitivni pozitivni
OCa43 F 108 | Labrador LaznBohdané negativni pozitivni
OCad5 M 36 Kiizenec Praha pozitivni pozitivn
OCa46| F 48 Mops Usti nad Labem pozitivni negativ

=T =
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Tabulka 20: Behled izolovanych kménTrichomonad z dutiny Ustni kek. M-samec, F-samice.

Charakteristika vySetiené katky Vysledek diagnostiky
Kmen Pohlavi Mésic | Plemeno kvod Nested PCR Kultivace
OFel M 4 Sphynx Praha - pozitivni
OFe2 F 24 Turecka angora Praha - pozitivni
OFe3 M 5 Turecka angora Praha - pozitivni
OFe4 F 36 Britska kika Praha - pozitivni
OFe5 M 48 Kizenec Praha pozitivni pozitivni
OFe6 M 72 Kizenec Praha pozitivni pozitivni
OFe7 F 96 KiZenec Praha pozitivni negativni
OFe8 M 48 Kizenec Teplice pozitivni pozitivni
OFe9 M 12 Mainska myvali Marianské l&zn | pozitivni pozitivni
OFel0 | M 24 Donsky Sphynx LazBohdané pozitivni pozitivni
OFell | F 19 Siamska &ka Praha negativni pozitivni
OFel2 | F 48 Donsky Sphynx LazBohdane pozitivni pozitivni
OFel3 | M 72 Donsky Sphynx LazBohdané negativni pozitivni

Porovnavani metod diagnostiky

U psi bylo vySeteno 99 vzork sowasreé obéma metodami, z toho bylo 48 pozitivnich. U 27
vzorki byla zjiS€na pozitivita obma metodami saasre. Kultivaci bylo zjiS€no 36 (75 %) a pomoci
nested PCR 39 (81 %) pozitivnich vzork) katek bylo diagnostikovano 94 vzarkze kterych bylo
21 pozitivnich. U 6 vzork byla zjiS€na pozitivita obma metodami saasré. Kultivaci bylo zjiSéno
8 (38 %) pozitivnich vzorka pomoci nested PCR bylo zfigb 19 (91 %) pozitivnich vzotk(tabulka
21).

Tabulka 21: Porovnani metod diagnostiki/yySetovani na oralni trichomonady.

Pocet vySefenych vzorki na oralni trichomonady

Psi (n=48) Kaky (n=20)
. : : , Nested N : Nested N
Vysledek diagnostiky Kultivace PCR Souwasre | Kultivace PCR Souasré
pozitivni 36 39 27 8 20
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5.1.3. Druhova identifikace

Druh orélnich trichomonad u ps kaiek byl primarg urten na zaklag srovnavaci analyzy
sekvenci geinpro ITS1-5.8S rRNA-ITS2. Tato analyzala ukéazat, zda trichomonady uips kaiek
Ize odliSit na z&kla#l téchto sekvenci a zda &chto hostitel jsou gitomné trichomonady rodu
Tetratrichomonasdle pivodniho popisu Hegnera a Ratcliffa (1927a,b) nebdurTrichomonas
dle KutiSovéet al. (2005). Vysledky sekvencitgkvapi¥ ukazaly, Ze trichomonady jak utpgak
u kotek Ize rozdlit do dvou skupin, které odpovidaji roduichomonas(tabulka 22). Prvni skupina
zahrnovala 9 sekvenci trichomonéd ziskanych #eafsz kaek, které byly 100 % identické s druhem
Trichomonas tenaxU86615.1). Ve druhé skupirbylo zahrnuto 34 sekvenci trichomonad zé as
8 z katek, které byly 100 % identické s izolatem BRIXI (2¥4652) (KutiSovét al. 2005). Pestoze
je v databazi NCBI tato sekvence ogaaa jakoTrichomonas canistomabude dale v textu pouzivan
nazevTrichomonassp.

Tabulka 22: Zji&né druhy trichomonad u ps kaiek.

MnoZstvi zjisténych trichomonad

Druhy trichomonad U psii (n = 43) U katek (n = 13)
Trichomonassp. 34 (79,1 %) 8 (61,5 %)
Trichomonas tenax 9 (20,9 %) 5 (38,6 %)

T. tenax a Trichomonassp. je mozné odlisit na zakkdsekvence Useku genu ITS1-
5.8S rRNA-ITS2, ktery je odlisny v 6 % nukleatidCharakteristické delece a konverze nukleptid
jsou konzervované pro oba dva typy trichomonad$adzicich analyzovaného Useku genu (obrazek
12).

Obrazek 12: Srovnani sekvenci Gseku genu ITS14R8A-ITS2 u vybranych zastupdrichomonad
izolovanych z oralni dutiny fs(OCal, OCab) a kek (OFe2, OFe4), které pato skupinyT. tenax
aTrichomonassp.
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Pritomnost dvou typ oralnich trichomonad fisa katek potvrdila fylogeneticka analyza Useku
ITS1-5.8S rRNA-ITS2 (obrdzek 13). Ktéto analyzelobypouzito 45 kmeth OCa a OFe.
Trichomonady spadaly do dvou monofyletickych takdarvni skupina trichomonad spadala k izolatu
» Trichomonas canistomaeBRIXI (AY244652). Na sesterské pozici byla skupiriderou tvdily
trichomonady izolované z Ustni dutiny Ror{T. equibuccalis a Trichomonas sp izolovanych
z holubovitych ptéak. Druhou skupinu tvdly trichomonady izolované z Ustni dutinyips kaiek
spoleng s lidskym komenzalerfirichomonas tena@J86615.1).

68



Obrazek 13: Fylogenetickd analyza ITS1-5.8S rRNA&ZTorélnich trichomonad, byla provedena
metodou maximum likelihood, maximum parsimony a &wskou metodou. Strom byl zagoren
druhemMonocercomonas colubrorur@isla v uzlech fedstavuji hodnotu bootstrapové podpory/max
parsimony/Bayesovy posteriorni prépddobnosti. Hodnoty < 50/50/0.90 jsou oZewy *.

Trichomonas sp. (Ca5)
Trichomanas sp. (Ca3)
Trichomaonas sp. (Fe12)
Trichomanas sp. (Ca9)
Trichomonas sp. (Ca28)
Trichomonas sp. (Ca2)
Trichomonas sp. (Ca27)
Trichomonas sp. (Ca45)
Trichomonas sp. (Fed)
Trichomaonas sp. (Ca12)
Trichomanas sp. (Ca29)
Trichomonas sp. (Ca16)
Trichomonas sp. (Fe10)
Trichomonas sp. (Ca30)
Trichomaonas sp. (Ca1)
Trichomonas sp. (Ca42)
Trichomonas sp. (Ca11)
Trichomonas sp. (Ca4)
Trichomonas sp. BRIXI (Canis lupus){AY244652.1)
Trichomonas sp. (Ca41)
Trichomonas sp. (Ca8)
Trichomonas sp. (Ca7)
Trichomonas sp. (Ca43)
Trichomonas sp. (Ca32)
Trichomonas sp. (Ca18)
Trichomonas sp. (Ca19)
65/62/0.99 Trichomonas sp. (Ca14)

] Trichomonas sp. (Ca26)
Trichomonas sp. (Ca37)
Trichomonas sp. (Ca35)
Trichomonas sp. (Ca40)
Trichomonas sp. (Ca13)
Trichomonas sp. (Ca24)
*prg] Trichomonas sp. (Canis lupus) (AJ784785.1)
Trichomonas sp. (Ca25)
Trichemonas equibuccalis (Equus caballus)

Trichomonas sp. PIP1 (Columbidae)(JQ755285.1)
99/95/* | Trichomonas sp. PIP-2 (Columblidae)(JQ027616.1)
59/65/*|_| Trichomonas sp. 231-C1{Columbidae) (FN433473.1)
Trichomonas sp. Taranakl (Columbidae)(JQ692128.1)
Trichomonas gallinae G7(Columbldae)(AY349182.1)
86/84/1+ Trichomonas gallinae TG (Columbldae) SU86614.I
Trichomonas gallinae SGC (Columbidae)(EU215362.1)

78/74/0.99 T Trichomonas sp. SQT(Columblidae)(JQ755288.1)
Trichemonas sp. GEOQ (Columbldae)(JQ755287.1)
| Trichomonas sp. EMDT (Columbidae)(JQ030996.1)

Trichomonas tenax (Fe11)
Trichomonas tenax (Ca44)
Trichomonas tenax (Homo saplens)(U86615.1)
Trichomonas tenax (Ca6)
Trichomonas tenax (Ca38)
Trichomonas tenax (Fe9)
Trichomonas tenax (Fe3)
Trichomonas tenax (Ca46)
Trichomonas tenax (Ca34)
Trichomonas tenax (Fe8)
100/97/1 Trichomonas tenax (Fe2)
Trichomonas tenax (Ca15)
gTrkhomonas tenax (Ca31)
88/92/0.9 945901 Trichomonas sp. SEQ (Columbldae)(JQ755274.1)

Trichomonas sp. OFD0001 (Columbidae)(JX512968.1)
Trichomonas vaginalls (Homo sapiens)(L29561.1)
Tetratrichomonas sp. ZUBR (Bison bison)(AY886841.1)
Tetratrichomonas limacis (Limax maximus)(HQ386730.1)
Tetratrichomonas prowazeki (Anguls fragilis) (AY244650.1)

— Tetratrichomonas sp. KAJ (Reptilla)(AY245135.1)

Tetratrichomonas 1999-5000 (Bos taurus)(AF342742.1)
Tetratrichomonas 1998-5003 (Bos taurus)(AF340154.1)
Tetratrichomonas sp. GECA1(Reptilla) (AY886826.1)
Tetratrichomonas CEas275 (Homo saplens){JX132940.1)

Tetratrichomonas buttreyi (Sus scrofa)(AY886837.1)
Tetratrichomonas 2000-0017 (Bos taurus)(AF342740.1)
Tetratrichomonas brumpti (Reptilia)(AY886827.1)
Tetratrichomonas sp.(Homo sapiens)(KF164609.1)

Tetratrichomonas sp. (Homo sapiens)(KF164608.1)
Tetratrichomonas sp. (Homo saplens)(FJ711078.1)
Trichomonas canistomae (Canis lupus)(AJ784786.1)
Tetratrichomonas gallinarum (Gallus gallus)(AY245129.1)
Tetratrichomonas gallinarum ZPA2(Anseriformes)(AY244647.1)
Tetratrichomonas gallinarum LEVERETT (Gallus gallus){AY349180.1)
Tetratrichomonas gallinarum MR5(AY349181.1)
Tetratrichomonas sp. TXO% (Homo sapiensi ﬁ‘rz%ﬂ.l;
A

68/7111

**n

NIl

*%/0.99

99/98/1

965/95/1

53/61/0.98

Tetratrichomonas sp. TXB5 (Homo saplens)(AY244642.1

Tetratrichomonas sp. TXB3 (Homo saplens)(AY244641.1

Trichomonas sp. (Anseriformes)(AF236105.1)

Tetratrichomonas gallinarum (Meleagris gallopavo)(JN007006.1)

Tetratrichomonas gallinarum (Anseriformes)(AY245124.1)

Tetratrichomonas sp. TX08 EH‘omo saplens EAY244646.1

Tetratrichomonas sp. TXO6 (Homo sapiens)(AY244644.1

Tetratrichomonas sp. TXO7 (Homo sapiens)(AY244645.1)
Pentatrichomanas hominis (Mammalia)(AF342741.1)

Hypotrichomonas acosta (Reptilla}(AY349192.1)

77/58/%
== 100/99/1 —— Trichomitus batrachorum (Sus scrofa)(AY349193.1)

Trichomitus sp. (Reptilia)(JX515401.1)
Monocercomenas colubrorum (Varanus exanthematicus)(AY319272.1)

54/77/0.99

0.04
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Morfologie

Oralni trichomonéady izolované v této praciipata zaklad sekvenci ITS1-5.8S rRNA-ITS2
do dvou drubh rodu Trichomonas Abychom se ujistili, Ze se jedné o rédchomonasa nikoliv o rod
Tetratrichomonasdle pivodniho popisu Hegnera a Ratcliffa (1927a, b), etal jsme vybrané
izolaty oralnich trichomonad mikroskopicky. Na atié 14 a 15 jsou zachyceny morfologické znaky
izolovanych trichomonad po obarveni protargolem.eldm®Ca25Trichomonassp. je charakteristicky
¢tyimi prednimi bEiky a jednim zptnym bicikem tvaicim undulujici membranu lameliformniho
typu. Undulujici membrana je zakmma ve 2/3 buftného &la. Zptny bicik nepokr&uje volnou
¢asti. Axostyl je tenky a dlouhy a parabazalni aparécovity. Stejna morfologicka struktura kmene
OFe2 Trichomonas tenaje vidét na obrazku 15. Druhy. tenaxa Trichomonassp. nelze tedy
na zaklad morfologie odliSit. Ultrastrukturdrichomonassp. je v detailech zobrazena v obrazku 16.
V piednicasti buiky (a) jsou zachycenyitz psti bazalnich &lisek beika. Bazalni &liska 1 a 3 jsou
asociovany s hakowitzahnutymi lamelami (L1 a L3), které jsou vinuty goiru hodinovych rdicek.
Bazalni €lisko 2 je spojeno s pelta-axostylarnim komplexemm@ci sigmoidalni lamely. Na obrazku
je Zetelrg vidét pelta, ktera kryje bazalnéliska, d¥ parabazalni fibrily a kosta. Na dalSim obrazku
(b) je zobrazen irez ¢tyi prednich biika charakterizujici rodrichomonasPro rodTrichomonage
také typické nasedani &pého béiku k undulujici membrén z boku (d) tzv. lameliformni typ
undulujici membrany. Detailni struktura kosty (Htyrzuje typ B. Dale jsou na obrazku zachyceny
hydrogenozomy s ddéb viditelnou dvojitou membranou. Pohled na celouikiy kde je zachycen

axostyl prochazejici bikou je na obréazku (c).

Obrdzek 14: Izolat OCa25Trichomonas sp. obarveny protargolem. Charakteristické znaky
Trichomonassp.: 4 pedni bEiky, dlouhy tenky axostyl, undulujici membrana ukema ve 2/3 hiky,
Ax — axostyl, Pa — parabazalni aparat, Pe — pelia: edni btik, Nu — nucleus, Um — undulujici

membrana. Mitko je 10 pm.
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Obrazek 15: Izolat OFedrichomonasenaxobarveny protargolem. Ax — axostyl, Co — kosta—Pe

pelta, Pa — parabazalni aparat, Plieepi béik, Nu — nucleus, Um — undulujici membranaiitko je

10 pm.
-
Pb
) Pb
Pb
’_;b «—Pb s 4
Pe Pe Nu
Nu /Pb
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e AY Um
- Ax g
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Obrézek 16: Ultrastruktur@richomonassp. a) Pohled nar@dnicast buiky. Je zde zachyceno bazalni
télisko 1 a 3 s hakovitou lamelou (L1 a L3) a bazéiisko asociované se sigmoidalni lamelou, pelta,
2 parabazalni fibrily a kosta. b) Pohlediifgz 4 gednich biika a undulujici membrany se &pym
bicikem. c) Pohled na celou tiku, kde je zachycen axostyl. d) Pohled n&mp bicik, ktery adheruje

k zahybu bu&né membrany - lameliformni typ. e) Pohled na hydnogomy s dvojitou
membrénou. f) Pohled na kostu typu B. AX — axo®yk- biciky, BT — bazalnidliska, Co — kosta, PF

— parabazalni fibrila, Pe — pelta, L1, L3 — hakéviamely bazalnichélisek, UM — undulujici
membrana, ZBi — zpiny bicik, H — hydrogenozém. Ktitko u obrazku a, bipdstavuje 0,5 um,

u obrazku c fedstavuje r¥itko 2 um, obrazek d, e, fgdstavuje r&itko 0,2 pum.
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Na zéklad morfologickych znak je evidentni, Ze navziskany izolatTrichomonassp. se
jednozné&n¢ liSi od popsanych drih Tetratrichomonas canistomaa psi a Tetratrichomonas
felistomaeu katek z roku 1927 (Hegner & Ratcliffe 1927a; HegnerRatcliffe 1927b) a Ze pat
do roduTrichomonas Druhy Trichomonassp. aTrichomonas tenaxSak neni mozné od sebe rozliSit
morfologicky. Nicmég sekverni rozdil oblasti ITS1-5.8S rRNA-ITS2 je pro odiieschto izolat
dostatény. Na zaklad uvedenych dat se domnivame, Ze izolatighomonassp. gedstavuji novy

nepopsany druh oralnich trichomonadddoa ps.

5.2. Stirevni trichomonady

Vzorky trusu pro diagnostiku igtvnich trichomonad byly odebirany tedem stanovené
populace p& a kaek. Tato populace zahrnovala takové jedince, uy&keroyl vyskyt T. foetus
nejpravépodobrjSi. Podminky byly stanoveny na zakiadhformaci z literatury oiftomnosti
T. foetusu katek a u p& (Gookinet al. 2005; Gookiret al.2004; Bellet al.2010; Tolbertet al.2012)

a zahrnovaly & a gritomnost abnormalni stolice, nejlépdijpm, ¢istokrevnost a zjsob ubytovani.
Abnormalni stolici jsou mySleny vSechny typy koteige trusu, které nemaji tvar a nejsou pevné
konzistence, tedy fiymova stolice,fidk4, mazlavid a dale stolice vzhledu tzv. ,kravské&bl&e".
Vzorky od zvtat s péijmy byly odebrany vyplachemist veterinarnim Iékam. \£tSina vzork trusu
kocek byla odebranaifmmo od chovatél a majiteti, ktefi vliastnili ¢istokrevné koky po vice jak dvou
jedincich, anebo jejich k&a trpsla prijmy ¢i abnormalni stolici. Mnoho takovych chovdtedylo

osloveno na kacich vystavach praihlych v Praze ghem roku 2013.

5.2.1.  Charakteristika studovanych populaci

Vzorky trusu pro diagnostiku igtvnich trichomonad a epidemiologicky dotaznikilghha 2)
byl ziskan od 11 fisa 86 kaéek vCeské republice. U kazdého vyiatého jedince byly ziskany tyto
informace:pohlavi vek, plemenglokalita-kraj, zpisob ubytovanizda jsou jedinci chovani po jednom
nebo vice ayp chovy zda pochazi zié z Gtulku nebo z doméacnosti od majiteléilgha 4). Psi a
kocky byli rozcéleni do dvou ¥kovych kategorii: mladSi jednoho roku a starSi gganroku, protoze
kotata a Stata, jak bylo popséano, jsou zaznamenana s vySSBkytgm pfjmu a jsou castji
nakazenarl. foetus(Gunn-Mooreet al. 2007; Burgeneret al. 2009; Bell et al. 2010). Dale byla
zaznamenanaftfpomnost péjmu ¢i abnormalniho trusup¢zjem) a jind onemoceni. Poslednim
zjiStovanou informaci bylo, zda jsou rafa odervena a zda byladéna antibiotiky (antibakterialni

légiva).
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Psi

Zjisténé informace o vy3&tnych psech jsou uvedeny v tabulce 23 &loze 4. Vzorky trusu
psi byly ziskany z Prahy (Veterinarni klinika ErikaVaterinarni klinika Praha) (n=7) a z attlk
v Liberci (n=2) a ve Frydlantu (n=2). VSichni vy&mtani psi trgli prajmovym onemocénim. Osm
vySetenych bylo samca 3 samice. Sest {pdbylo mladsi jednoho roku, 5 bylo starsi. Celkenpby

vySeteno sedmizend a 4c¢istokrevni psigivava, labrador, marsky oh# aceskoslovensky asak.

Tabulka 23: Charakteristika vy$etané populace fis

Charakteristika populace Pocet pai Podil pai

Samec 8 72,7 %
Pohlavi )

Samice 3 27,3 %

<1rok 6 54,5 %
Vék

> 1 rok 5 45,5 %

Cistokrevni 4 36,4 %
Plemeno )

Krizenci 7 63,6 %

Maijitel 7 63,6 %
Typ chovu i

Utulek 4 36,4 %

> 2 jedinai 3 27,3 %
Ubytovani o

1 jedinec 8 72,7 %

Praha 7 63,6 %
Kraj _

Liberecky 4 36,4 %

Ano 11 100,0 %
Prijem

Ne 0 0,0 %

Ano 3 27,3 %
Jind nemoc

Ne 8 72,7 %

Ano 9 81,8 %
Od¢erveni

Ne 2 18,8 %

Ano 4 36,4 %
Lécba antibiotiky

Ne 7 63,6 %
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Kocky

Trus, vyer ze stev a epidemiologicky dotaznik byl ziskadn od 86eéo(tabulka 24, filoha 4).
VySetované kaéky byly ze 44,2 % samci, ze 43 % samice a 12,8 % hguteného pohlavi. ¥
kocek se pohyboval v rozmezi od tmésial do deseti let (@mer 2,5 roku). \ékova kategorie kiek
mladSi jednoho roku zahrnovala 36 %cék a ka&ek starSich jednoho roku bylo 64 % cké.
Studovana populace zahrnovala 65,1 %ckodomacich @zend) a 34,9 %istokrevnych (¥tSinou
s PP). Od 61 majitél bylo vySeteno 70,9 % k&ek, pdet odebranych kmk na doméacnost se
pohyboval od jedné do osmi (pnér 2,5). Celkem 29,1 % kek pochazelo z Sesti GtulPraha 2x,
Cesky brod, Liberec, Frydlant, kany a Ceska lipa). Ve &3in¢ Gtulka Zily kocky oddslens
ve skupinach (od 2 po 20 jedin¢ z kazdé skupiny byla vy¥ena jedna aZ dvkocky. Dohromady
s vice jak jednou kikou Zilo 72,1 % vySéenych k@ek, samostathzilo 27,9 % kaek. VySetované
kocky pochazely ze Sesti kfalCeské republiky, 52,3 % z Prahy, 22,1 % zZe&ichCech, 20,9 %

Z Liberecka a z ostatnich kiiajlo 2 %. Veterinarnim Iékam bylo odebrano 37,2 % vzdrk

Prijmové onemocEni a abnormalni trus byl pozorovan u 41,9 %ekg jiné onemocini
meélo 2 % vySetovanych kéek (nadory, kalcivirus, panleukopenie, gamaotovych cest a ledvin,
zaret hrudniku, zaZivaci problémy, giardidza). ®dieno bylo 80,2 % vySenych kdéek a
antibiotickou I€bu prodlavalo 11,6 %.
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Tabulka 24: Charakteristika vy$etané populace kek.

Charakteristika populace Pocet kocek Podil katek

Samec 38 44,2 %
Pohlavi Samice 37 43,0 %

Neur‘eno 11 128 %

< 1rok 31 36,0 %
Vék

> 1 rok 55 64,0 %

Cistokrevni 30 34,9 %
Plemeno )

KriZzenci 56 65,1 %

Maijitel 61 70,9 %
Typ chovu i

Utulek 25 29,1 %

> 2 jedinai 62 72,1 %
Ubytovani o

1 jedinec 24 27,9 %

Praha 45 52,3 %

Stredatesky 19 22,1 %

) Liberecky 18 20,9 %

Kraj .

Ustecky 2 2,3%

Hradecky 1 12%

Pardubicky 1 12%

Ano 36 41,9 %
Prijem

Ne 50 58,1 %

Ano 13 15,1 %
Jina nemoc

Ne 73 84,9 %

Ano 69 80,2 %
Od¢erveni

Ne 17 19,8 %

Ano 10 11,6 %
Lécba antibiotiky

Ne 76 88,4 %
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5.2.2. Detekce a identifikace stevnich trichomonad

Vzorky trusu byly zpoatku odebirany dima zpisoby pro kultivéni diagnostiku
a molekularni diagnostiku, tak aby bylo mozné paei\citlivost metod a pro ziskani kultufy foetus
z kasek. Pro diagnostikd. foetuskultivaci se ve sits vétSinou pouziva InPoud¥ TF kultivasni
systém (Gookiret al.2003), nicmé# Ize pouZit i Diamondovo médium TYM s antibiotikggokin et
al. 2003), které jsme pouZili vtéto praci. MnoZstwbupitych antibiotik bylo experimentain

optimalizovano.

Kultivace

Vzorky z celkového p&iu 10 vyeri z rekta p8 a 44 vyeri z rekta kéek byly inokulovany
do Diamondova kultivéniho média TYM s antibiotiky.

Krome tii vzorki byly vSechny kultivace naisivni trichomonady negativni. Tyté vzorky
byly odebrany u k&ek, jejichz trus byl fedem uken jako pozitivni pomoci nested PCR. Kultury
strevnich trichomonad byly axenizovany migmé rourkou a antibiotiky a zamrazeny v kapalném
dusiku. Ze v8ech kulturistvnich trichomonad byla izolovana DNA. Kazdy kmer pojmenovan

podle jména k&ky, ze které byl dany kmen trichomonad izolovanafitte, Kitty a Rhap.

Nested PCR

Vzorky trusu pro nested PCR byly odebrany do etara 11 p8 a 71 kéek. Detekce
strevnich trichomonad z trusuipa kaiek sp@ivala v amplifikaci DNA Gseku ITS1-5.8S rRNA- ITS2
pomoci nested PCR za pouZiti stejnych priimako pro vySeeni oralnich trichomonad. PCR reakce
byla optimalizovana pro detéki limit 100 bugk na 200 mg trusu (obrazek 17)ikbad vysledku
amplifikace pro 8 vzork je vikt na obrazku 18. Amplifikované vzorky o velikosé@a 208 bp byly

odetitany jako pozitivni.
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Obrazek 17: Detadi limit nested PCR: a) Prvni PCR reakce s priml€6+F/ITS-R; b) Druha PCR
reakce s primery TFITS-F/TFITS-R. Do vzorku tru0@ mg) bylo gidano 20 pl s 10, 100 a 1000
burgk T. foetus Pozitivni kontrola obsahovala DNA z kultufy foetus Jako negativni kontrola byl
pouzit trus bez iffidanych bugk T. foetus PCR rea&ni snes obsahovala 1 ul extrahované DNA
odpovidajici koncentraci 0,2, 2 a 20 bkiT. foetus Detekni limit po prvni reakci byl 20 buk (a),
detekéni limit po druhé reakci byl 2 liky (b).

10 100 1000 O bun&k/200mg trusu 10 100 1000 0 bunék/200mg trusu

02 2 20 0 bunék/1pl PCR reakce 02 2 20 0 bunek/I1plPCR reakce

1000bp
1.000bp

Porzitivni kontrola Pozitivni

400bp
400p kontrola

200b;
L 4—

a) b)

Obrazek 18: Rklad vysledku detekceistvnich trichomonad pomoci nested PCR. Vzorky B, B
predstavuji pozitivni vysledek, tedyifpmnost DNA stevnich trichomonéd. Vzorky 2, 4, 6, 7 jsou
negativni, nebyla amplifikovana Zadna DNA trichodn Pozitivni kontrola obsahovala DNA
z kultury T. foetus Do negativnich kontrola byla misto DNAigana voda.

Pozitivni kontrola
Negativni kontroly l

| 2

Pomoci nested PCR bylyistni trichomonady diagnostikovany u 4ups 31 kdéek
bez rozliSeni druhu. Identifikacetatnich trichomonad do druhu byla provedena: 1) mimested
PCR za pouZiti specifickych gaprimei (TF-F1, TF-R1, TF-F2, TF-R2) pro amplifikaci DNA
Tritrichomonas foetusy Useku ITS1-5.8S rRNA-ITS2 (obrazek 19); 2) pomBECR za pouZiti
specifickych primei pro amplifikaci DNAPentatrichomonas hoministseku ITS1-5.8S rRNA-ITS2
(obrazek 19). Pro amplifikad?. hominisbyl navrzen pouze 1 péar prinie(PH-F a PH-R), protoze
nebylo mozné na daném Useku genu najit vice splegifi mist pro nasedani druného péru primer
Pro zvySeni citlivosti PCR reakce tak byla PCR gpaka dvakrat se stejnymi primery (tandemova
PCR); 3) pomoci sekvenace DNA v Useku ITS1-5.8SARNS2 PCR produktu zaklonovaného
do plasmidu TOPO. Identifikacerstnich trichomonad do druhu byla provedenasppem 1 a 2 it
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pozitivnich vzork ze psa a 27 pozitivnich vzdrkz katek. Pomoci sekvence byl identifikovan
1 pozitivni vzorek ze psa a4 pozitivni vzorky zék. Riklady identifikovanych vzork se
specifickymi primery prd. foetuge vidét na obrazku 20, prB. hominisna obrazku 21.

Obrazek 19: Nasedani specifickych prithero nested PCR TF-F1, TF-R1 a TF-F2, TF-R2 na Usek
DNA genu ITS1-5.8S rRNA-ITST. foetusa nasedani specifickych priniePH-F a PH-Rna Usek
DNA genu ITS1-5.8S rRNA-ITSZP. hominis.1. Sekvence gend. foetus 2. Sekvence genu
P. hominis Geny 5.8S a 28S kdduji rRNA pro velkou ribozomglodjednotku a ITS oblasti jsou
nepekladané useky DNA.

I\ IFI 2F 3P -IFI 5FI SF 7F EFI EFI \qﬂ I!U |'."EI \?‘bD \-‘W |5IEI |?EI
3 TSt
TF-F1 TF-F2

1 TOGTTHRT A TEACARAGAT-— JTIITTTHTM TAARERAMRA TAC. .t. TE LCNC R AR TR A~ ~ LA A WS l BTAGG
— AR ATTATT! ATAAN-ABERATAC, AAAC-CHEEASTEAARCDA TARAC

2 TEERGT-ETAAT-—-—

ffffffffff

70 180 10 200 21 220 210 240 230

GEEGEE TIAGETTCE TRG AN ARGCATATATG TTHEA ST ANEEC A TR

1 BITGEGA ATCTTTGAATG! m A THEEHAA TTCTEET TETAAGERA ARGAGCGARRAACRARTATCIATTA RN ST TH
—~ KA TG A KT T TRE TE - AG-ARGCATATA TR TTEEA G TABEAC A TET-— TTTé_ﬁT —AATTC TEETTETAA -~ - AAGHAGCHAMDAACEAL - ANG———-BANARAEGEAGTC TCGERIATET

G TTHG,
| RTTAmACAh T RATCTTICAATS 1 TR

Obrazek 20: Hklad vysledku identifikace #vnich trichomonad pomoci nested PCR za pouZiti
specifickych primek (TF-F1, TF-R1 a TF-F2, TF-R2) pro amplifikaci UsagenuT. foetudTS1-5.8S
rRNA-ITS2. Vzorky 1, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 13 jsou fiivni, vzorky 2, 6, 7, 11, 12, 14, 15 jsou negativ

Negativni kontrola obsahovala vodu misto DNA. Daifieni kontroly byla gidana DNAT. foetus

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000 bp

400 bp
200 bp

lNegaﬁvm' kontrola

Vzorek 11 12 13 14 15

1000 bp
Pozitivnd

kontrola
200bp —

400 bp

78



Obrazek 21: Rklad vysledku identifikaceP. hominis tandemovou PCR. Elektroforéza vzirk
po druhé PCR za pouziti specifickych prifngiPH-F, PH-R) pro amplifikaci DNAP. hominis
ze vzorki pozitivnich na gevni trichomonady. Vzorky. 1 a 15 jsou pozitivni nR. hominis ostatni
vzorky jsou negativni. Negativni kontrola obsahavabdu misto DNA. Do pozitivni kontroly byla
pridana DNAP. hominis

Negativni kontrola

Vzorek 1234567891011121314151

1 000bp

400bp Pozitivni
200 bp kontrola
e

T. foetusbyl identifikovan pomoci nested PCR u 4ifms 16 k@ek (tabulka 25). Sekvence
izolatu T. foetusvykultivovaného zeit kocek (Charlotte, Kitty, Rhap) byla srovnana (obra22y
s izolatemT. foetusz katky z USA (kaic¢i genotyp) a s izolaterh. foetusze skotu (bovinni genotyp).
Na zéklad tohoto srovnani je vid, Ze sekvence izol&fl. foetusz kosek ziskanych ¥eské republice
jsou identické se sekvenci ITS1-5.8S rRNA-ITISZoetusizolovaného z k&ky v USA. Rozdil mezi
genotypem ké&ky a skotu je v pozici 312 Useku genu ITS1-5.8S ARNS2, kde doSlo u genotypu
kocek ke konverzi nukleotidu T za C. Sekvence ziskapézitivnich vzork zjiSttné pomoci nested
PCR nemohly byt srovnany se sekvencemi ziskanykhltar T. foetus protoZze vznikly DNA
fragment po nested PCR bl kratky, neobsahoval variabilni Usek ITS2 (szhéma amplifikace
Useku genu ITS1-5.8S rRNA-ITS2 obecnymi primery pested PCR na obrazku 9).

Obrazek 22: Porovnani Useku ITS1-5.8S rRNA-ITS2 frolath T. foetus 1. izolat ze skotu
(AF339736), 2. izolat z kiky z USA (AF466750), 3.-5. izolaty@eské republiky, kmeny Charlotte,
Kitty, Rhap. Kai¢i izolat se liSi od izolatu skotu v 1 nukleotidpezici 312, ktery je zvyrazm

v ¢erveném obdélniku.

ims1

fostus_Skot
foetus_Kotka
fostus_CHARLOTTE
foBtus_KITTY

1
2
3
4 |
5. Tfostus_RHAP

o

1. T fostus_Skot

2. Tfoetus_Koeka

3 Tfostus_CHARLOTTE
4. Tfostus_KITTY

5. Tfoetus_RHAP

152

1. Tfostus_Skot

2. T.foetus_Kocka

3. Tfoetus_CHARLOTTE
4. Tfoetus_KITTY

5. Tfoetus_RHAP

B
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Ziskany izolatT. foetusz kaiek byl dale studovan &telnou mikroskopii. Z obrazku 23 je
patrné, Ze trichomonady kmene Rhap maji charakitkysstihly tvar buky, z jehoZ pedni ¢asti
vychézeji ti predni béiky. Z predni takécasti odstupuje zjiny bicik, ktery tvai dolre vyvinutou
undulujici membranu. Undulujici membrana, ktergeegena kostou, se vine az ke konciiky,
kde je zgtny bicik zakorten volnoucasti. Bazalnidiska btika jsou kryta peltou, kterarechazi
v axostyl. Axostyl je Siroce svinuty a prochaziyoelburécnym €lem s kratkou vystupujictasti
na konci biiky. Nad jadrem je §ovity parabazalni aparat. Popis morfologie kmenaeRIpotvrzuje,

Ze se jedna @. foetus

Obrazek 23: Biky T. foetuskmene Rhap, které byly obarvené protargolem. Axestyl, Co — kosta,
Pa — parabazalni aparat, Pe — pelta, Pieanp bEik, Nu — nukleus, Um — undulujici membréna, Zb —

zpetny bicik. Méritko je 10 um.

«— Pb

Um — Nu

Ax— ’ +— Um

P. hominisbyl prokadzan u 4 kek (tabulka 25) pomoci tandemové PCR. U 2ekobyla
Zjisttna smisena infekde. hominisa T. foetus Pomoci specifické PCR se nepiideidentifikovat 13

vzorki pozitivnich na gevni trichomonady.

Tabulka 25: Nalezené trichomonady viegech p8 a katek

Druhy trichomonad Psi Kocky
Podet Patet
P. hominis 0 4
T. foetus 4 16
Neuréeno 0 13
Celkem 4 31
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5.2.3. Kazuistiky

T. foetusbyl vykultivovan ze i kocek:

1) Kocka 1 Charlotte, samice&istokrevné plemeno Sphynx (obrazek 24a), 1&i,
trpici ptjmy od koug kotéte — cely rok. Rijmy, obrazek 24b, jsouistiany sfidkou
stolici, jsou mazlavé, gimeési hlenu a krve. Kgka trpi nadyméanim, nefla nikdy
pevnou stolici. Veterinarnim lékam byl diagnostikovan problém zazivaciho traktu —
Spatné traveni lipidl Po pfikazu trichomonad, byla kka okamzi¢ Iécena
Ronidazolem. Po prvni 14-ti dennitk se z&al trus k@&ky rysovat do tvaru. Kéka byla
dol&ena dalsi 14-ti denniikou ronidazolu.

2) Kocka 2 Kitty, samicegistokrevné plemeno Sphynx, #td2 mésiai, chovana v jedné
domécnosti s kikou 1, ale pvodné pochazejici z jiného chovu. Zadné symptomy
nakazy, stolice pevna. Jeji trus byl pozitivni nidtgmnost T. foetus Kocka byla

spole&né s katkou 1 el&ena ronidazolem.

3) Kocka 3 Rhap, samec, plemene CRXfisi® mésial, dovezen ze zahramiho chovu.
Nikdy nebyla pozorovana pevna stolice &dy se vyskytl i piijem. Nejprve byly
u kocoura nalezengiardie sp, a po pel&eni metronidazolem byl jeho trus testovan
na gitomnostT. foetus U kocoura i pes |&€bu antiprotozoarnim &&vem byl v trusu
detekovan a nasledwykultivovanT. foetugobrazek 23). Kocour byl nasletiprel&en

ronidazolem, og po dvou 14-ti dennichikach.

Obrazek 24: K&ka 1, Charlotte — plemeno Sphynx a jeji trus, kstezice trusu je charakteristicka
pro kaiky nakazend . foetus

a) b)
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5.3. Prevalence a asociované faktory nakazy

Prevalence oralnich afevnich trichomonad u psa katek vCeské republice byla stanovena
na zaklad ziskanych dat zkulti¢mi a molekularni diagnostiky. Zinformaci ziskanych
z epidemiologickych dotaznikbyly stanoveny fedkEZzné rizikové faktory a asociované faktory
s nakazou orélnich trichomonad. ZvySen& nebo saiZance nakazy byla vygitana v programu R
a udava jej vetina OR (odds ratio) na% hladireé spolehlivosti P). Presnost odhadu rizika nakazy

popisuje 95 % interval spolehlivosti intervalu @bBCI).

5.3.1.  Oralni trichomonady

Prevalence

Celkové prevalence orélnich trichomonad

Oralni trichomonady bez rozliSeni druhu byly cekalagnostikovany u 57 psa 26 k@&ek
v Ceské republice. Prevalence trichomonad Zijiciclstwitdutirg psi byla 45,2 % (57/126 [95 % CI
0,4-0,5]). Prevalence trichomonad uipgimo od maijitek ¢inila 50 % (38/76 [95 % CI 0,4-0,6]) a
u pdgi z utulku 38 % (19/50 [95 % CI 0,2-0,5]). Prevalertichomondd Zijicich v Gstni dusirkoéek
byla 19,3 % (26/135 [95 % CI 0,1-0,2]). Prevaletigehomonad u kéek piimo od maijitel cinila
27,5 % (19/69 [95 % CI 0,2-0,4]) a udek z ttulku 17,5 % (7/40 [95 % CI 0,1-0,3]). Na lzak

statistického vyptetu byli psic¢asgji infikovani oralnimi trichomonadami nez &ky (tabulka 26).

Tabulka 26: Porovnani prevalence oralnich trichoddou kdéek a pg. OR — odds ratioP —

pravdpodobnost, Cl — 95 % interval spolehlivosti.

Trichomonady Trichomonady OR P 95 % ClI
pozitivni negativni
Psi (n=126) 57 (45,2 %) 69 (54,8 %)

e 35 <0,001 1,960
Kogky (n=135) 26 (19,3 %) 109 (80,7 %)
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Trichomonas sp.

PritomnostTrichomonassp. byla detekovana signifikagtidasgji u psi nez u kaéek, 30,6 %

versus 6,6 %. Porovnani prevalence &ekoa pf je patrné v tabulce 27.

Tabulka 27: Porovnani prevalenégichomonassp. u p8 a kaiek. OR — odds ratioP -

pravéépodobnost, Cl — 95 % interval spolehlivosti.

Trichomonassp. Pozitivni Negativni OR P 95 % ClI
Psi (n=111) 34 (30,6%) 77 (69,4%)
6,3 <0,0001 2,8-14,3
Koéky (n=122) 8 (6,6%) 114 (93,4%)
T. tenax

ZastoupenTl. tenaxu psi a katek je 8,1 % a 4,1 %. Na zakkasdtatistickeého vypitu (tabulka
28) neni vyznamny rozdil v zastoupdnitenaxu kotek a ps (P = 0,21). Vzhledem k nizkému gtu

identifikovanych vzor nelze roz§enostT. tenaxmezi ka&kami a psy blize specifikovat.

Tabulka 28: Rozdil v ndkaZe tenaxu pgi a kaiek.

Psi (n=111) 9 (8,1%) 102 (91,9%)
0,21 0,7-6,4
Kogky (n=122) 5 (4,1%) 117 (95,9%)

Demografické a zdravotni faktory asociované s infal trichomonadami

Demografické a zdravotni informace o vydganych psech a kKkach byly zjifovany
hodnocenim epidemiologickych dotazinikpriloha 1). Na zéklad téchto informaci byly stanoveny
mozné rizikové faktory nakazy oralnimi trichomondidla nebo asociace nakazy
s demografickymi/zdravotnimi faktory. Epidemiolokgcdata déle slouzila ke stanoveni souvislosti
mezi faktory s ndkazotirichomonassp. aT. tenax Ze vSech ziskanych epidemiologickych informaci
byly pro statistickou analyzu vybrany ty faktoryeté byly povazovany za souvisejipbhlavi vek,
plemengtyp chovuy zpisob ubytovanizubni potiZzerespiracni potiZe jinA onemoceni a odcerveni.
Pro zjiS&ni nezavislych souvislosti meziniito faktory a nakazou trichomonadami, byla provede
logisticka regrese v programu R, kdy do prvniho etodyly vzdy z&éazeny vSechny faktory. Tyto
modely byly redukovany zpnou eliminaci pomoci funkce stepwise, zaloZen@aunot Akaikeova
informaéniho kritéria AIC. Vystupni modely pak poskytovafdjustované valiny, na zaklad

kterych byla odhadnuta Sance nakazy (OR) v soustisde sledovanym faktorem.
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VSechny oralni trichomonady u yis

Nejprve byla zjiovana souvislost mezi ndkazou trichomonadami aojgispmi faktory aniz
by byl bran v avahu vzgjemny vliv mezi samotnymktéay (tabulka 29 sloupec A). Tato analyza
nazndila, Zevek, ubytovania zubni potizenohou mit vliv na nakazu trichomonadami. Jedinkzdsi
tii let byli méré postiZzeni infekci (28 %) nez jedinci stari§ilét (60 %) P = <0,01). Psi Zijici sami
(23 %) byli més vystaveni infekci trichomonadami nez psi Zijiciskeipinach po dvou a vice (55 %)
(P = <0,01). Psi se zubnimi potizemi (73 %) lidstji nakazeni trichomonadamiP(= <0,01) nez psi

bez Fitomnosti zubniho kamene a bez periodontalnich opatni (32 %).

Nasledr bylo pristoupeno k stepwise logistické regresi, kde byistmagny bezvyznamné
veliginy, a odstraéna vzajemna souvislost mezi faktory. Vystupni mdudlvytvoren z 6-ti fakto#
(vek, plemeno zpisob chovy zpisob ubytovani zubni potiZze a odcerven), jehoZz hodnoty jsou
v tabulce 29 sloupec B. Ztohoto modelu je patie,infekce trichomonadami souvisi s mnoha
faktory. Z modelu byla tedy odhadnuta pr&wddobnost ndkazy a vypitan interval spolehlivosti.
Na zaklad vypcctu bylo zjiSEno, Ze Kizeni psi byli 3,8krat vice nakazZeni nez pgtokrevni
(P =0,02). Psi chovani v Gtulcich a jedinci chovanijednom zwieti byli 0,3krat nakazeni mén
(P =0,05;P =<0,01) nez psi vdomacnosti a psi Zijici spoes vice jak déma psy. Trichomonady
se vyskytovaly 4,6krat vice uipse zubnimi potizemP(= <0,01) a 5,6krat vice upseodervenych
(P = 0,05). Souvislost nakazy trichomonadamiclsermn psi nebyla podpiena. Vliv onemoceni

na nakazu trichomonadami nebyl vyznamny.
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Tabulka 29: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekci oralnimi trichomonadami

u psi. Ozn@&ena pole upozauji

na statisticky vyznamné asociované faktory leméu

trichomonadami. Sloupec A — odhad Sance onemmichbez ohledu na vzajemné vlivy mezi

testovanymi faktory, Sloupec B — vyf®i stepwise logistickou regresi - odhad Sance onosind

po odéteni vzajemnych vlig mezi testovanymi faktory: * adjustované ely,
NA = neanalyzovano.
Pozitivni na Negativni na A B
Faktory Trichomonad Trichomonad
y Y OR P 95%ClI|OR* P* 95%CI*
Samec 30 (39,0%) 47 (61,0%) NA
Pohlavi 05 0,08 0311
Samice 27 (55,1%) 22 (44,9%)
<3 roky 17 (28,3%) 43 (71,7%)
Vek 03 <001 0105/ 05 014 0,2-13
>3roky 40 (61,6%) 26 (39,4%)
Kiizenci 31 (49,2%) 32 (50,8%)
Plemeno 1,4 037 0728 38 002 13122
Cistokrevni 26 (41,3%) 37 (58,7%)
>2 jedinci 48 (55,2%) 39 (44,8%)
Ubytovanf 41 <001 1,797 | 03 <001 0,-0,7
1 jedinec 9 (23,1 %) 30 (76,9%)
. Majitel 38 (50,0%) 38 (50,0%)
Zﬁ“5°b ; 16 019 0834 | 03 005 0109
chovu Utulek 19 (38,0%) 31 (62,0%)
Z. potize 29 (72,5%) 11 (27,5%)
Zubni potize 55 <0,01 2,4-12,5| 4,6 <001 1,6-13,8
Zdravy 28 (32,6%) 58 (67,4%)
o Nemocny 4 (66,7%) 2 (33,3%)
Ri?f’"a‘”' 25 029 04-14,3 NA
potize Zdravy 53 (44,2%) 67 (55,8%)
Nemocny 9 (40,1%) 13 (59,9%)
Onemocreni 0,8 0,70 0,3-2,1 NA
Zdravy 48 (46,2%) 56 (53,8%)
Ano 49 (42,6%) 66 (57,4%)
Odé¢erveni 03 007 0111/ 56 005 1,1-352

Ne

8 (72,7%)

3 (27,3%)

85



Trichomonas sp. u ps

Trichomonassp. byl diagnostikovan u 34/111 vyi&etanych ps (30,6 %). Souvislost nakazy
Trichomonassp. s demografickymi a zdravotnimi faktory bylaakana podohinjako v fredchozim
piipads. V tabulce 30 sloupci A je vid souvislost nakazyrichomonassp. s pohlavimR = 0,02),

s wkem P = <0,01), ubytovanimR = 0,04) a se zubnimi potiZen® € <0,01). Opt byla stepwise
logistickou regresi zjiovana skuténd asociace demografickych a ydravotnich fakpitomnosti
Trichomonassp. v dutig Ustni pd. Model zahrnoval pouze faktoptemenotyp chovuazubni potize
(tabulka 30 sloupec B). Na zakkadziskaného modelu bylo zj&to, Ze statisticky vyznamné
souvislost nakazyrichomonassp. je u kizendi, u kterych byla nakazarichomonassp. az 6krat
vyS8i nez wistokrevnych p& (P =<0,01), a u ps zZijicich v Utulku u kterych byla nakazy 0,3krat

T IYe

infikovani Trichomonassp. nez psi se zdravou dutinou Usthi(<0,01).
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Tabulka 30: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekciTrichomonassp. u p8.

Ozna&ena pole upozduji na statisticky vyznamné asociované faktory lkkaméuT. sp. Sloupec A —

odhad Sance onemagri bez ohledu na vzajemné vlivy mezi testovanynkitdigy, Sloupec B —

vypocet stepwise logistickou regresi - odhad Sance oomndpo odéteni vzajemnych vlig mezi

testovanymi faktory: * adjustované vgtiy, NA = neanalyzovano.

Pozitivni na Negativni na A B
Faktory T s T s
-SP- - SP- OR P 95%CI|OR* P* 95%CI*
Samec 15 (22,1%) 53 (77,9%)
Pohlavi 0,4 0,02 0,2-0,8 NA
Samice 19 (44,2%) 24 (55,8%)
<3 roky 9 (16,7%) 45 (83,3%)
Vék 0,3 <0,01 0,106 NA
>3roky 25 (43,9%) 32 (56,1%)
Kiizenci 22 (37,3%) 37 (62,7%)
Plemeno 5 2,0 0,1 0,9-4,6 6,2 <0,01 1,9-22,8
Cistokrevni 12 (23,1%) 40 (76,9%)
>2 jedinci 27 (37,5%) 45 (62,5%)
Ubytovani 2,7 0,04 1,1-7,1 NA
ljedinec 7 (17,9 %) 32 (82,1%)
Majitel 21 (32,8%) 43 (67,2%)
Zpiasob chovu 5 1,3 0,6 0,6-29 | 0,2 0,02 0,1-0,8
Utulek 13 (27,7%) 34 (72,3%)
Z.potize 21 (61,8%) 13 (38,2%)
Zubni potize 8,0 <0,01 3,2-198| 11,6 <0,01 4,3-350
Zdravy 13 (16,9%) 64 (83,1%)
o Nemocny 2 (50%) 2 (50%)
Ri?f’"a‘”' 23 04 03174 NA
potize Zdravy 32 (29,9%) 75 (70,1%)
Nemocny 5 (26,3%) 14 (73,7%)
Onemocreni 08 0,65 0,3-2,36 NA
Zdravy 29 (31,5%) 63 (68,5%)
Ano 31 (30,7%) 70 (69,3%)
Od¢erveni 1,0 0,96 0,3-4,3 NA
Ne 3 (30%) 7 (70%)
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Trichomonas tenax u pé

T. tenaxbyl identifikovan u 9/111 @s(8,1 %). Ot byla zji¥ovana asociace demografickych

a zdravotnich faktdrs pitomnostiT. tenaxv dutind Gstni pé (tabulka 31). Nicméhzadny z faktok

nevykazoval Zadnou procentualni ani statisticky n&yjunou asociaci s nakazdu tenax Model

pro logistickou regresi byl vytven ze i faktori — typ chovuy zpisob ubytovania odcerveni

Na zaklad tohoto modelu bylo zjigho, Ze oderveni psi byli vystaveni riziku nakady tenax50krét

mere (P =<0,01). Interval spolehlivosti je vSak pongé Siroky, coZ prav&podobré odpovida

nizkému pétu nakazenych fis

Tabulka 31: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekciTrichomonagenaxu psi.

Ozna&ena pole upozduji na statisticky vyznamné asociované faktory laméuT. tenax Sloupec A

— odhad Sance onematr bez ohledu na vzajemné vlivy mezi testovanyrkidey, Sloupec B —

vypocet stepwise logistickou regresi - odhad Sance oomndpo odéteni vzajemnych vlig mezi

testovanymi faktory: * adjustované vgtiy, NA = neanalyzovano.

N - A B
Pozitivni Negativni na
Faktory
naT. tenax T. tenax OR p 95 % cl | OR* p* 95 9% CI*
Samec 6 (8,8%) 62 (91,2%)
Pohlavi 1,3 0,73 0,3-5,5 NA
Samice 3 (7,0%) 40 (93,0%)
<3 roky 2 (3,7%) 52 (96,3%)
Vék 0,3 0,12 0,1-14 NA
>3roky 7 (12,3%) 50 (87,7%)
Krizenci 6 (10,2%) 53 (89,8%)
Plemeno 5 1,8 0,40 0,4-7,8 NA
Cistokrevni 3 (5,8%) 49 (94,2%)
>2 jedinci 7 (9,7%) 65 (90,3%)
Ubytovani 2,0 0,4 0,4-10,1, 0,3 0,17 0,0-15
1 jedinec 2 (5,1 %) 37 (94,9%)
Majitel 5 (7,8%) 59 (92,2%)
Zpisob chovu ) 09 0,89 0,2-3,6 55 0,14 0,8-109,4
Utulek 4 (8,5%) 43 (91,5%)
Z. potize 3 (8,8%) 31 (91,2%)
Zubni potize 1,1 0,85 0,3-4,9 NA
Zdravy 6 (7,8%) 71 (92,2%)
Nemocny 0 (0,0%) 4 (100,0%)
Respiraéni potize 1,2 092 0,1-23,1 NA
Zdravy 9 (8,4%) 98 (91,6%)
Nemocny 1 (5,3%) 18 (94,7%)
Onemocreni 0,6 0,6 0,1-5,0 NA
Zdravy 8 (8,7%) 84 (91,3%)
Ano 5 (5,0%) 96 (95,0%) 57
Odéerveni 0,1 <0,016 0,0-04 | 50,3 <0,01 11664
Ne 4 (40,0%) 6 (60,0%) !
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VSechny oralni trichomonady u kéek

Orélni trichomonady byly zji8hy u 26/135 (19,3 %) vy3Setvanych kdéek. Nejprve byla
zjiStovana souvislost mezi ndkazou trichomonadami aojishpmi faktory aniz by byl bran v Gvahu
vzajemny vliv mezi samotnymi faktory (tabulka 32wgbec A). Z této analyzy vyplyva, Zestokrevné
kocky (30,8 %) byly ¢astji infikovany trichomonadami K = 0,03) neZ k&ky kiizené (14,6 %).
Nasledr bylo pristoupeno k stepwise logistické regresi, kde bydgtmargny bezvyznamné veiiny,

a odstratna vzajemna souvislost mezi faktory. Vystupni mobgl vytvoren ze 4 faktar (vek,
plemengrespira’hi potiZzea odcerven), jejichz hodnoty jsou uvedeny v tabulce 32 slauBe Tento
koneny model vyhodnotil vSechny faktory v souvislosthdkazou trichomonadami jako statisticky
vyznamné. Kizené keky a katky mladsi fi let byly 0,3krat mé#nakazeny oralnimi trichomonadami
nez ka&ky cistokrevné P =0,02) a koky starSi ti let (P = 0,03). Podobf byly zdravé keky
bez onemoai 0,3krat mé# infikovany nez keky nemocné R = 0,05). S pekvapeni bylo zjigno,

Ze kaky bez respirénich potizi byly 7,6krat vice nakazeny neZlgotrpici respiranimi problémy
(P =0,05).
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Tabulka 32: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekci oralnimi trichomonadami

u kotek. Ozné&end pole upozduji na statisticky vyznamné asociované faktory leamau

trichomonadami. Sloupec A — odhad Sance onetmichez ohledu na vzajemné vlivy mezi

testovanymi faktory, Sloupec B — vyf®i stepwise logistickou regresi - odhad Sance ooeind

po odéteni vzajemnych vlit mezi testovanymi faktory: * adjustované vely, NA =
neanalyzovano.
Pozitivni na Negativni na A B
Faktory Trichomonad Trichomonad
y Y OR P 95%CI|OR* P* 95%ClH
Samec 16 (20,5%) 62 (79,5%)
Pohlavi 1,2 067 0529 NA
Samice 10 (17,5%) 47 (82,5%)
<3 roky 15 (16,0%) 79 (84,0%)
Vek 05 014 0213|032 0,03 0,109
>3roky 11 (26,8%) 30 (73,2%)
Krizenci 14 (14,6%) 82 (85,4%)
Plemeno 04 0,03 0209 03 002 0108
Cistokrevni 12 (30,8%) 27 (69,2%)
>2 jedinci 23 (22,1%) 81 (77,9%)
Ubytovanf 23 150 0,795 NA
1 jedinec 3(9,7%) 28 (90,3%)
) Majitel 19 (21,6%) 69 (78,4%)
Zpisob , 16 035 0641 NA
chovu Utulek 7 (14,9%) 40 (85,1%)
Z. potize 6 (30,0%) 14 (70,0%)
Zubni potize 20 0,19 0,759 NA
Zdravy 20 (17,4%) 95 (82,6%)
s Nemocny 3 (12,5%) 21 (87,5%)
R;?Pga‘“' 05 036 0220 76 003 1,3-520
potiz Zdravy 23 (20,7%) 88 (79,3%)
Nemacny 8 (22,9%) 27 (77,1%)
Onemocreni 13 053 05-35| 0,3 0,05 0,1-0,99
Zdravy 18 (18,0%) 82 (82,0%)
Ano 18 (16,8%) 89 (83,2%)
Odgerveni 05 017 0,2-1,3 NA
Ne 8 (28,6%) 20 (77,4%)
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Trichomonas sp. u kéek

Trichomonassp. byl diagnostikovan u 8/122 vyftych kd&ek (6,6 %). Souvislost nakazy
Trichomonassp. s demografickymi a zdravotnimi faktory bylaakana podohinjako v fredchozim
piipads. V tabulce 33 sloupci A je vid souvislost ndkazyrichomonassp. svekem(P = <0,05), kdy
kocky starSi ti let (13,9 %) byly¢astji nakazeny nez kiky mladsi (3,5 %). Dale je v tabulce patrna
souvislost splemenemP = 0,05), kdy koky cistokrevné (13,9 %) byly vice nakazeny né#Zéné
(3,5 %) a také edcervenim(P = <0,05), kdy koky neodervené (16 %) bylyastji nakazeny nez
kocky odcervené (4,1 %). Qg byla logistickou regresi zfivana skuténa asociace demografickych
a zdravotnich faktdr s gfitomnostiTrichomonassp. v dutig Ustni k&ek. Model zahrnoval faktory
vek, zpisob chovu, respii potiZzea jina onemoceni (tabulka 33 sloupec B). Na zaktadiskaného
modelu bylo zji&no, Ze statisticky vyznamna souvislost nakéieghomonassp. je u kéek mladSich
tii let, které byly 0,1krat méninfikovany nez koky starSi ti let (P = <0,01). DalSi asociace byla
potvrzena pro faktofina onemoceni, kde zdravé kiky byly 0,1krat mé& nakaZzeny nez kiy
nemocné P = 0,04). Asociace nakazy ggisobem chova respira’nimi potizeminebyla statisticky
vyznamna P = 0,99;P = 0,10).
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Tabulka 33: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekciTrichomonassp. u kéek.

Ozna&ena pole upozduji na statisticky vyznamné asociované faktory lkkaméuT. sp. Sloupec A —

odhad Sance onemagri bez ohledu na vzajemné vlivy mezi testovanynkitdigy, Sloupec B —

vypocet stepwise logistickou regresi - odhad Sance oomndpo odéteni vzajemnych vlig mezi

testovanymi faktory: * adjustované vgtiy, NA = neanalyzovano.

Pozitivni na  Negativni na A B
Faktory T s T s
- SP- "SP OR P 95%ClI |OR*  P*  95%CH
Samec 5 (7,1%) 65 (92,9%)
Pohlavi 1,3 0,76 0,3-5,5 NA
Samice 3 (17,3%) 49 (94,2%)
<3 roky 3 (3,5%) 83 (96,5%)
Vék 02 005 0,109 0,1 <0,01 0,0-0,6
>3roky 5 (13,9%) 31 (86,1%)
Krizenci 3 (3,5%) 83 (96,5%)
Plemeno 5 0,2 0,05 0,1-09 NA
Cistokrevni 5 (13,9%) 31 (86,1%)
>2 jedinci 7 (7,6%) 85 (92,4%) 0.3
Ubytovani 24 042 2(’)2 NA
1jedinec 1 (3,0%) 29 (97,0%) :
Majitel 8 (9,8%) 74 (90,2%) 0.5-
Zpusob chovu ) 9,2 0,13 1643 8,4° 0,99 NA
Utulek 0 (0,0%) 40 (100,0%) ’
Z. potize 1(6,7%) 14 (93,3%)
Zubni potize 1 1 0,1-9 NA
Zdravy 7 (6,5%) 100 (93,5%)
Nemocny 7 (7,0%) 93 (93,0%)
Respiraéni potize 0,2 0,3 0,0-3,8/ 11,3 0,10 0,7-448,9
Zdravy 1 (4,5%) 21 (95,5%)
Nemocny 3 (10,0%) 27 (90,0%)
Onemocreni 19 04 0486| 0,1 0,04 0,0-1,0
Zdravy 5 (5,4%) 87 (94,6%)
Ano 4 (4,1%) 93 (95,9%)
Od¢erveni 0,2 0,05 0,1-1 NA
Ne 4 (16,0%) 21 (84,0%)
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Trichomonas tenax u kéek

Trichomonas tenakyl identifikovan u 5/122 vysggnych k@&ek (4,1 %). Souvislost nakazy
T. tenaxs demografickymi a zdravotnimi faktory je ¥idv tabulce 34Cistokrevné keéky (11,1 %)
byly ¢asgji nakazené nezikiené (1,2 %) a Kiy s respirénimi potizemi (3 %) byly ménnakazeny
nez k&ky zdravé (18,5 %). Model pro logistickou regreahmoval pouze faktorplemenoa jina
onemoceni (tabulka 33 sloupec B). Na zaktadiskaného modelu bylo zj&to, Ze statisticky
vyznamna souvislost nakaZy tenaxe splemenemkde KiZzené kaéky byly 8krat més nakazeny nez
kocky cistokrevné P = 0,03). Vzhledem k nizkému @a vzorki nakazenych kiek, nebylo mozné

vytvorit model logistické regrese pro stanoveni vyznartirtzdSich faktoi.

Tabulka 34: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekciTrichomonas tenax
u kotek. Oznagena pole upozduji na statisticky vyznamné asociované faktory lsaméu T. tenax
Sloupec A — odhad Sance onem#rinbez ohledu na vzajemné vlivy mezi testovanynkitdiy,
Sloupec B — vypeet stepwise logistickou regresi - odhad Sance oosndpo odéteni vzajemnych

vlivii mezi testovanymi faktory: * adjustované vally, NA = neanalyzovano.

Pozitivni na  Negativni na A B
Faktory T. tenax T. tenax
: : OR P  95%Cl | OR* P*  95%CI*
Samec 3 (4,3%) 67 (95,7%) NA
Pohlavi 1,1 0,9 0,2-7
Samice 2 (3,8%) 50 (96,2%)
<3 roky 4 (4,7%) 82 (95,3%) NA
Vek 1,7 064 0,2-158
>3roky 1 (2,8%) 35 (97,2%)
K#izenci 1 (1,2%) 85 (98,8%)
Plemeno 01 0,04 0,009 | 008 003 0,005
Cistokrevni 4 (11,1%) 32 (88,9%)
>2 jedinci 4 (4,3%) 88 (95,7%)
Ubytovanf 1,3 08 0,1-12,3 NA
1 jedinec 1(3,3%) 29 (96,7%)
Majitel 5 (6,1%) 77 (93,9%) 0.3-
Zpisob chovu i 57 024 1066 NA
Utulek 0 (0,0%) 40 (100,0%) :
Z. potize 0 (0,0%) 15 (100,0%)
Zubni potize 06 073 00-11,4 NA
Zdravy 5 (4,7%) 102 (95,3%)
S Nemocny 0 (0,0%) 22 (100,0%)
Ri?f’"a‘”' 01 001 0,006 NA
potize Zdravy 5 (5,0%) 95 (95,0%)
Nemocny 0 (0,0%) 30 (100,0%)
Onemocréni 1,9 039 04-86| 5% 099 NA
Zdravy 5 (5,4%) 87 (94,6%)
Ano 4 (4,1%) 93 (95,9%)
Odgerveni 1 0,98 0,1-9,7 NA
Ne 1 (4,0%) 24 (96,0%)
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Statistickou analyzou byly odhadnuty Sance nakeefidmonadami u jediricexponovanych
néjakému faktoru a byly zji8hy souvislosti mezi demografickymi faktory, zdraviohi faktory
a ndkazou oralnimi trichomonadami. U vSech infekichomonadami (orélni trichomonady, sp,
T. tenay u ps1 byl napadny trend nizSi ndkazy trichomonadamiturpigdSich it let a vySSi infekce
trichomonadami u iZzendi, u psi chovanych ve skupinach (po >2 jedincich), u g& zubnimi
potizemi a u psodtervencyh. V8echny tyto trendy, mimek, byly statisticky vyznamné pro nékazu
oralnimi trichomonéadami. Statisticky vyznamna hadnaro nakazu oralnimi trichomonadani.asp.

sy s

v domacnosti.

U v8ech infekci trichomonadami (oralni trichomonatlysp, T. tenay u katek byl napadny
trend niZ8i nakazy distokrevnych kéek. U infekciT. sp. byl navic pozorovan trend nizSi nakazy
mladSich kdéek. Na zaklad stepwise logistické regrese byla zZjifd statisticky vyznamn nizsi
nakaza oralnimi trichomonadami a ndkaZoap. u kéek mladSichif let a k&ek zdravych bez jinych
onemockni. Podle vysledk maji Kizené kéky mensi Sanci se nakazit oralnimi trichomonadami
aT. tenaxnez k@ky cistokrevné. Vzhledem k nizkému qio pozitivnich kéek naT. tenaxa T. sp.

nebylo mozné specifikovat daldi mozné rizikové dakispojené s infekci oralnimi trichomonadami.

5.3.2. Tritrichomonas foetus

Prevalence

PrevalenceT. foetusu vySetenych k@ek byla 21,9 % (16/73 [95 % CI 0,1-0,3]). Prevakenc
tritrichomondad u kéek grimo od maijitel ¢inila 23,5 % (12/51]95 % CI 0,1-0,3]) a u kiek z Gtulku
18,2 % (4/22)95 % CI 0,1-0,4]). Prevalence foetusu pgi nelze stanovit vzhledem k nizkémuwpo
vySetenych pi. T. foetusbyl nalezen u 4 z 11ps

Faktory asociované s infekcil. foetusu koc¢ek

Demografické a zdravotni informace o vydeganych kékach byly zji§ovany pomoci
epidemiologickych dotaznik(ptiloha 2). Na zaklatepidemiologickych dat byly stanoveny rizikové
faktory s giitomnostiT. foetusu kaiek. Tyto rizikové faktory jsme porovnavali s epidelogickymi
daty otomto parazitu zjinych studii. Ze vSechkaigch informaci byly pro statistickou analyzu
vybrany ty faktory, které byly povazovany za somjiid: pohlavi vek, plemenogtyp chovu zpisob

ubytovan] prijmy, jinA onemoceni, odéervenialécba antibiotiky
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Nejprve byla zjifovana souvislost mezi ndkazotitrichomonas foetua jednotlivymi faktory

aniz by byl bran v tvahu vzajemny vliv mezi samotnyaktory (tabulka 35 sloupec A). V tét@sti
statistické analyzy nebyl zadny faktor statistickyznamny v souvislosti s ndkazol. foetus
Nasledr bylo pristoupeno k stepwise logistické regresi, kde bydgtmargny bezvyznamné veiiny,
a odstrana vzajemna souvislost mezi faktory. Vystupni mobgl vytvoren ze dvou faktdr
(plemenoa antibioticka terapi¢ jehoZz hodnoty jsou v tabulce 35 sloupec B. Nklazié takvého
modelu vyplynulo, Ze iZené kaéky byly 0,4krat méa vystaveny infekciT. foetusnez ka&ky
Cistokrevné a Ze Kiky nel&ené antibiotiky byly nakaZenyasgji. Nicmérg ani jeden z faktdr
nedosahuje statistické vyznamno$®<0,11, P = 0,99), protoZze zkoumany @&t vzorki je p[ilis
nizky.

Na infekci T. foetusnengla vliv jina onemocini (23 %,P = 0,93). Nebyly nalezeny Zadné
souvislosti u kéek odtervenych (23 %P = 0,92), ani u kéek I&enych antibiotiky (0 %P = 0,99).
Zadny z faktol signifikantré nezvySoval ani nesnizoval riziko nakady foetus coZ niiZze byt
zkresleno nizkym pdem vySetovanych vzorlk. Kocky trpici pfijmem (22 %) nebylycasg;ji
nakazeny nez kky bez pfijmu (22 %,P = 0,94). Pijem zpisobeny nakazoii. foetusnebyl castji
u mladych kéek nez u koek starSich jednoho roku, jak byléedpokladano. Pouze 20 % pozitivnich
koc¢ek mladsi jednoho rokudty prajmové onemoceni (1/5), k@&ky starsi jednoho roku téfy prajmy
vice (6/11, 54 %).
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Tabulka 35: Souvislosti mezi demografickymi/zdranioti faktory a infekciTritrichomonas foetus
u kotek. Sloupec A — odhad Sance onemdoérbez ohledu na vzajemné vlivy mezi testovanymi
faktory, Sloupec B — vypg®t stepwise logistickou regresi - odhad Sance oosnd po odéteni

vzajemnych vlivi mezi testovanymi faktory: * adjustované vely, NA = neanalyzovano.

Pozitivni na Negativni na A B
Faktory T. foetus T. foetus
’ ’ OR P 95%ClI 95 % CI*
Samec 9 (27,3%) 24 (72,7%)
Pohlavi 21 0,23 0,6-7,1 NA
Samice 5 (15,2%) 28 (84,8%)
<1 roky 5 (17,2%) 24 (82,8%)
Vék 06 044 0,2-20 NA
>1roky 11 (25%) 33 (75%)
Krizenci 7 (14,9%) 40 (85,1%)
Plemeno } 0,3 0,06 0,1-1,0 0,11
Cistokrevni 9 (34,6%) 17 (65,4%)
>2 jedinci 13 (25,0%) 39 (75%)
Ubytovani 20 0,32 0,579 NA
1 jedinec 3 (14,3%) 18 (85,7%)
Majitel 12 (23,5%) 39 (76,5%)
Zpusob chovu ) 1,7 0,41 0,559 NA
Utulek 4 (18,2%) 22 (81,8%)
ano 7 (21,9%) 25 (78,1%)
Prijem 1,0 099 10,330 NA
ne 9 (22,0%) 32 (78,0%)
Nemocny 3 (23,1%) 10 (76,9%)
Onemocreni 1,1 0,91 0,345 NA
Zdravy 13 (21,7%) 47 (78,3%)
Ano 14 (23,3%) 46 (76,7%)
Od¢éerveni 1,7 0,53 0,3-8,5 NA
Ne 2 (15,4%) 11 (84,6%)
- Ano 0 (0,0%) 9 (100,0%)
'-egtt’)?"t.k 02 020 0028 0,99
antibiotiky Ne 16 (25,0%) 48 (75,0%)




6.DISKUZE

Cilem prace bylo prostudovat vyskyt trichomonadsti @ kasek v dutiré Ustni a dale zjistit
zda patogenni trichomonadiritrichomonas foetuse podileji na @iimovém onemocdini u psi a
kotek vCeské republice. Celkem bylo vyEmto 126 ps a 135 kdek na pitomnost orélnich
trichomonad a 11 fisa 86 k&ek na trichomonady zaZivaciho traktu. Ordlni triobaady byly
diagnostikovany u 452 % psal1l9,3% koek. Tyto trichomonady zahrnovaly dva druhy:
Trichomonas tenaa Trichomonassp., ficemZ se u psa kaiek ¢asgji vyskytoval Trichomonassp.
(79,1 % a 61,5 %) neZ. tenax(20,9 % a 38,5 %). Momnost T. foetusv zaZivacim traktu byla
prokdzana u 16 kKek (21,9%) au4bs (36,4 %). RovdZz byl u 4 kd&ek diagnostikovan
Pentatrichomonas hominidJ nakaZzenych ziét byla hledana asociaceitpmnosti trichomonéad
s demografickymi a zdravotnimi faktory. Souvislogtkazy oralnimi trichomonadami byla uups
prokadzana s plemenem, ubytovanimjsgbem chovu, se zubnimi potizemi a 8evdenim. U kéek
byla prokadzana souvislost &kem, plemenem, respifia@imi potizemi a jinym onemognim.
U infekceT. foetusnebyla, vzhledem k nizkému ¢ia vzorki, nalezena souvislost s demografickymi
nebo zdravotnimi faktory. NicménpititomnostT. foetusu 7 kaiek a 4 p8 s pfjmy nevyliuje

moznost, zd'. foetusy se mohl podilet na onemaaon téchto hostitel.

Detekce a identifikace oralnich trichomonad

NaSe vysledky ukazaly, Ze v Gstni detipsi a katek Zziji dva druhy trichomonad rodu
TrichomonasT. tenaxa patrg novy doposud nepopsany dritichomonas spV ustni dutig psi byl
dosud popsan pouze driiichomonas canistomaglegner & Ratcliffe 1927a) a v Ustni dutikocek
Trichomonas felistomaéHegner & Ratcliffe 1927b). Na zakkadnorfologickych znak (obrazek
25a) byly tyto druhy pozgi pietazeny do rodu Tetratrichomonas a pejmenovany
naTetratrichomonas canistomae a Tetratrichomonassti@ihae (Levine 1973; BonDurant &
Honigberg 1994). V literatie je vSaKTetratrichomonas canistomakdy ozn&ovan starym nazvem
TrichomonascanistomagStockdaleet al. 2006), coZ zfisobuje nejasnosti. Obrazekvodniho popisu
Tetratrichomonas canistomaa& morfologické rozdily rail Trichomonasa Tetratrichomonasjsou
zachyceny na obrazku 25. Nejnapgd@im morfologickym znakem je volné zakmmi zgtného
bi¢iku u roduTetratrichomonaskdeZto rodlrichomonasna undulujici membranu zaksnou ve 2/3
burg¢ného €la a undulujici membrana nepoéuge volnoucdasti biku (obrazek 25 b, c¢) (Brugerolle
1976; Honigberg 1963).
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Obrazek 25: Morfologické znaky druhu (B@tratrichomonas canistomdelegner & Ratcliffe 1927a;
BonDurant & Honigberg 1994) barveného hematoxylinansrovnani roduletratrichomonasa
Trichomonasna druzich (b)Tetratrichomonas gallinarum(pievzato z Kuldaet al. 1974) a (c)
Trichomonas tenagHonigberg & LEE 1959). Na obréazku (a) jsoudtid predni bEiky stejné délky,
zpstny bicik tvori undulujici membranu a pokige volnoucéasti na konci busgného €la. Na obrazku
(b) jsou zachyceny 4tedni bEiky (AF), zpetny bicik (RF) tvai undulujici membranu (UM) a
pokratuje volnoucéasti na konci bustného &la, kosta (C), pelta (Pe), axostyl (A), parabazalarat
tvaru diskovitého (PA) a jadro (N). Na obrazku jeu Zetelné 4 pedni bEiky, zpstny bicik tvorici
undulujici membranu zakoenou ve 2/3 buftného €la a nepokréujici volnou ¢asti, a tyovity

parabazalni aparat.

25 b

Oba typy oralnich trichomonadipa kasek zjiS&éneé v této studii jednozia¢ odpovidaji rodu
Trichomonasc¢tyii predni bEiky, 1 zgtny bicik, ktery tvai undulujici membranu do 2/8la buiky a
nepokr&uje volnoucasti, tenky dlouhy axostyl adyvity parabazalni aparat. Morfologicky vSak nelze
T. tenaxa Trichomonassp. rozliSit. Rislusnost obou typtrichomonéd k rodd richomonaspotvrdila
také sekvence genu ITS1-5.8S rRNA-ITS2. Sekvenafgogeneticka analyza zaraveumoznila
rozliSeni &chto dvou tyf trichomonéd a ukazala, Ze se patedna o dva samostatné druhy. Ziskané
kmeny trichomonéd ozdavané jakoTrichomonassp. jsou identické s izolatem BRIXI (AY244652)
(KutiSovaet al. 2005) a izolatenTrichomonas sp(AJ784785) nalezeného v dutiastni psar. tenax
a Trichomonassp. se lisi v 23 pozicich Useku ITS1-5.8S rRNA-IT$2éemz porovhaniméthto
sekvenci byla zjigha podobnostthto izolafi v 94 %. Druhym nejbliz§im druhefrrichomonassp.,
se kterym se shoduje v 94 % nukledtige Trichomonas equibuccalipopsany z dutiny Gstni u koni
(Simitch 1938). Vnitni negepisujici regiony ITS1 a ITS2 jsou m€konzervovany mezi druhy nez
rRNA geny a proto jsou vhodné pro charakterizalcidgneticky blizce fibuznych organisiy véetng
druhi stejného rodu (Hillis & Dixon 1991). Né&glad druhTritrichomonas mobilensigU86612) se
shoduje v 99 % Jritrichomonas foetu§AF466749.1) v Useku genu ITS1-5.8S rRNA-ITS2 f8ta
et al. 2010). DruhTrichomonas tenagJ86615.1) a'richomonas gallina&kkmen G7 (AY349182) jsou
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identiéti v 94 % stejt jako T. tenaxa na$ izolatTrichomonassp. Novy druhTetratrichomonas
empyemagenabyl navrhnut na zaklad 99 % identity Useku genu ITS1-5.8S rRNA-ITS2
s Tetratrichomonas gallinaruna dalSimi druhy rodTetratrichomonasLze proto pedpokladat, Zze
Trichomonassp. rovigz reprezentuje novy druh roduichomonas Navrhujeme pro tento novy druh
jméno Trichomonas brixi Pro dalSi potvrzeni totoznosti izaldby mela byt provedena sekveémi
analyza genu 18S rRNA. Podle Stoeek al (2003) 95 az 99 % podobnost 18S rRNA genu

s referesnimi kmeny oznéuje pribuznost do druhu nebo rodu (Stoeck & Epstein 2003)

Na zaklad naSich dat se domnivame, Eetenaxa T. brixi se vyskytuji v Gstni dutijak
u kotek, tak i u p8. Obdobr Levine (1973) nazrd, Ze druhyTet. canistomaa Tet. felistomagsou
identické (Levine 1973; BonDurant & Honigberg 199icmére jsme pozorovali rozdil v kultivaci
oralnich trichomonad fisa kultivaci oralnich trichomonad &ek. KmenyT. brixi izolované ze ps
rostly dol¥e na kultivé&nim mediu podle Wenricha a 4 — 5. den dosahly malxitho nafistu. Kmeny
z katek rostly vyraze pomaleji a bylo vhodné kombinovat jejich kultiva médiu podle Wenricha
s médiem TYSGM. Bylo by vSak peba potvrdit toto pozorovanirgsnymi tistovymi pokusy
a rovréZz podrobit tyto kmeny molekularni multilokusové Buaze (nag. RAPD analyze), kterd by

mohla ukézat, zda existuje rozdilnost v izolateezimsy a kdkami.

Je pekvapujici, Ze jsme v patrani po ordlnich trichodd#Ath nenasli Zadny izolat
odpovidajici roduTetratrichomonas V databazi NCBI jsme vSak nasli sekventiichomonas
canistomag(AJ784786), ktery byl izolovan z dutiny Ustni psRolsku. NaSe fylogeneticka analyza
ukazala, Ze tento izolat spada do skupiny tettadrnmnad a je tedy pragpodobné, Ze se jedna o druh
Tetratrichomonas canistomageopsany z roku 1927 Hegnerem & Ratcliffem. Na kudprad jsme
tento druh nezaznamenali uipsCeské republice, nedovedemersgmosti odpaidét. Nicmére by to
mohlo byt z dvodu niZSi prevalenc@et. canistomae psi. | presto, Ze Hegner a Ratcliff popsali
Tet. canistomae 22 ps, které vySavvali, tito psi byli chovani v jedné laboréta pi styku se mohli
mezi sebou nakazit od jednoho jediného infikovangsen Rousset et al. (1970) popisuje, Ze naSel 15
psi infkovanychTrichomonas canistomge té dold jeS€ negejmenovany druh néetratrichomonas
canistomag avsak uvadi, Ze podle mikroskopie a fragmentéreikperimerit nemohl zcela rozlisit
tento druh od dalSich driifjako jeT. felistomaea T. tenax (Rousset et al. 1970elze vyloudit, Ze se

jednalo i 0 nami popsany novy drilihbrixi

Trichomonas tenape znamy druh trichomonad z Ustni dutihgvéka. VEtSinou je povaZzovan
za komenzala, vyjinta¢ vSak niize zmisobit plicni trichomonidzu (Hersh 1983). tenaxbyl nalezen
u 19 ze 111 pacieits chronickou pneumonii (Tumka, 1956 v KutiS@taal. 2005), v paduskach
u 37 z 370 pacientpostizenych chronickymi pneumoniemi a bronchitidé@iazakovaet al, 1980 v
KutiSovaet al.2005) a u 16 z 30¢padi riznych plicnich onemoeni (Sardiset al, 1983 v KutiSova
et al. 2005). T. tenaxbyl rovnéZ nalezen u pacienta v poop&ram obdobi s &kym zartem

pohrudnice (Leterrieret al. 2012). Na Filipinach 14 paciéntze 44, kté trpéli respira&nimi
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onemocknimi, bylo pozitivnich naTl. tenax(Dimasuay & Rivera 2014). Wenrich (1947) popsal
uspeSnou experimentélni infekci dutiny Gstniipa ka’at lidskym izolatemT. tenax V roce 2000
Cielecka et al. (2000) analyzovali izolaty z usthitiny ¢lovéka, psi a katek pomoci restrigni
analyzy useku ITS1-5.8S rRNA-ITS2. Tato analyzazak& shodné DNA fragmenty pro vSechny
oralni izolaty. Je v8ak prayplodobné Ze tato metoda neni dostatecitliva pro rozliSeniT. tenaxa

T. brixi. V naSi studii jsme vyskyk. tenaxu psi a kaek jednoznén¢ prokazali sekvenovanim oblasti
ITS1-5.8S rRNA-ITS2.

NaSe vysledky nazigji zoonoticky penosT. tenaxmeziclovékem a zwfaty. RFenosT. tenax
z ¢loveéka nacloveka je zprogedkovan slinami (nagklad kapénkami nebo libanim), nebo pozivanim
kontaminovanych pokrtna pitné vody. Ve vodlje T. tenaxschopny peZivat az 64 hodin (Hersh
1985; Honigberg 1990). Zigob enosu mezi lidmi a zkdty by mohl byt podobny. Psi ady by se
mohli nakazit poenim kontaminované potravy a vody, kterou dostambisvého majitele. &kteri
majitelé davaji pam vylizovat nedojedené kelimky od joglurizbytky jidel aj. Naopak lidé by se
mohli snadno nakazit odps katek v gipadt, pokud Ziji se svym psem/&ou ve velmi gsném
kontaktu: sdili spoli¢ stravu, nechavaji se od nich olizovat atp. Obdghko v Fipac T. brixi by
byla potebna detailgsi molekularni analyza izokatT. tenaxziskanych odlovéka, psi a kaek,
abychom zjistili, zda tyto kmeny jsou zcela idekéic nebo zda je mozné rozlisit riapostitelsky

specifické genotypy.

Je znamo, Zedkteré tetratrichomonady mohou nakazit Sirokou Skégibuznych hostitei,
jako napiiklad Tetratrichomonas gallinarupnktery byl nalezen u ptéka lidi (Cepickaet al. 2005;
KutiSovaet al. 2005). IzolatyTetratrichomonasp. z bronct a z dutiny Gstni u lidi v Estonsku byly
100 % a 95 % identické séemi kmenyTet. gallinarumizolovanych z hrabavych a vodnich ptak
Ackoliv testovanim infe&nosti izolati Tet. gallinarumz¢loveka na kiithich neprokazalo ipnos
lidskych izolafi na ptaky, nelze zoonotickyipod lidskych tetratrichomonad vyldm (KutiSovéet al.
2005). Navic je pozoruhodné, Ze v roce 2000 byezeiTetratrichomonas canistomag#ekvapiv
v dutirg astnic¢lovéka. Jednalo se o 72 letého pacienta ve Vérdaseného na revmatoidni artritidu
(Grytner-Ziecinaet al. 2000). Nabizi se tedy otazka, zda by se niohbrixi vyskytovat roviz
u ¢lovéka. Vzhledem k tzkému kontaktu metovekem a psem/kikou by k genosuT. brixi mezi

témito hostiteli patrtd mohlo dochazet jako wipack T. tenax

Detekce a identifikace gtvnich trichomonad

B&hem naSi prace se nam piltaidentifikovat Tritrichomonasfoetusu 16 ka@ek a 4 p8
pomoci nested PCR za pouziti specifickych primdfolekularni diagnostikd . foetusu psi a kaiek
byla zaloZena na nested PCR podle Gookin 20024 ligla optimalizovana v naSich podminkéach.
Pro transport a uchovavani vzorke nejvice ol odbér do etanolu. Vzorky byly co neijie

uloZené v lednici. JelikoZ nested PCR pro det@kdbetusbyla vysoce citliva, bylgasto ve vzorcich
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identifikovanaTrichomonas vaginaligako kontaminant z pragtdi laboratte, kde setasto s DNA
T. vaginalis pracuje. Proto bylo nutné prowddizolaci DNA a pipravu PCR reakce viisns

oddlenych prostorach od vlastni amplifikace vZoekanalyzy elektroforézou.

Nested PCR metodou byly diagnostikovansewti trichomonady u 31 kKek a 4 ps. Ctyfi
pozitivni vzorky z kéek a jedna ze psa byly identifikovany do druhu poimesekvenace.
Pro identifikaci zbylych pozitivnich vzoikbyly navrhnuty specifické primery pro odliSeni DNl&ou
strevnich trichomonédTritrichomonas foetusa Pentatrichomonas hominisTimto zgisobem bylo
nasledd identifikovano do druhu trichomonady ze 17 poztoh vzorki. BohuZel se nepotifo
identifikovat 13 vzork pravdpodobr proto, Ze reakce specifickymi primery nebyly o@limovany
pro vySsi citlivost a nemohlo byt tak amplifikovanizké mnoZzstvi DNA. DalSimidodem mohl byt
¢asovy odstup mezi izolaci DNA ze vzorku a identifik specifickymi primery, kdy mohlo dojit
k degradaci DNA.

Kmeny Tritrichomonas foetubyly ziskany cilet z 3 kaek, které byly pozitivni nd. foetus
dle vysledk nested PCR. Vzorky pro kultivaci byly odebranyégm hluboko v lumenu &tv (15 —
20 cm). Vyer byl kultivovan ve tech zkumavkach siznou koncentraci antibiotik a vzorky byly
kontrolovany na fitomnost T. foetusétyti hodiny po odbru. Pozitivni kultury byly okamZit

preatkovany doterstvého média s antibiotiky.

Sekvenace a morfologiggchto ¥ pozitivnich kd&ek potvrdila, Ze jde o druff. foetus
Porovnanim sekvenci izotatT. foetusz kaiek z Ceské republiky, izoldt z kaiky ze Severni
Kalifornie v USA (AF466750) a izolatd. foetusze skotu (AF339736) je Wt Ze kaici izolat
z Ceské republiky spada podle jednonukleotidovéhoihozib stejného genotypu jako izolat zikg
v Kalifornii, tzv. kogi¢i genotyp. RozliSeni na "K@&i genotyp” a "bovinni genotyp" bylo navrZzeno
na zaklad jednonukleotidového polymorfismu (T u dek a C u skotu) v oblasti ITS2 a 11
nukleotidovych konzervovanych rozililve vysoce variabilnim repetitivnim DNA elementu
amplifikovaném primery TR7/TR8 (Slapeta al. 2010). Dal3i polymorfické DNA markery odliujici
"koci¢i genotyp" a "bovinni genotyp" byly zj&ty v nukleotidovém a aminokyselinovém slozZeni
cysteinové proteazy 8 (Suat al. 2012) a v rozdilu nukleotid v semi-konzervovaném useku
elong&niho faktoru (EF) genu (Reinmanet al. 2012). Velmi blizky geneticky vztah mezi&ba
skupinami poukazuje na velmi podobné biologickéstriasti. Navic byla prokazana intalost
koci¢iho genotypu u krav, kdE. foetusizolovany z kéky zpasobil u experimentathnakazenych krav
endometritidy a z&fty pochvy (Stockdaleet al. 2007). Je proto mozné, Zze by mohlo dochazet

k ptenosuT. foetuanezi skotem a kikami i za girozenych podminek.

Predchozi rutinni kultivéni testy 44 koéek a 10 p& byly negativni patré z divodu
nevhodného odiu vzorki. Vzorky trusu pro kultivaci byly odebirany diwyplachem sev, nebo

vytérem stev vatovou tyinkou. Vytr strev by se il provadit dostaténé hluboko (Gookin 2009),
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nicméré se i odebirani vzork nepodéilo u vySetovanych kdéek proniknout vygrovou tyinkou
do lumenu seva. Proto vzorky, kultivované v médiu, odebirargrafel® s odebirdnim trusu
do etanolu, pedstavovaly pouze Wit kone&niku. Pravdpodobnost vyskytu Zivych trofozait
v konenika je nizkd (Gookin 2009). Problém s &dém vzorki byl dan také tim, Ze vy3ewvané
kocky se pevi sevely a tyinka musela byt zavedena silou, coZ majitelé olayldpovolili. Nicmén
ani vzorky odebirané vyplachentest nebyly na tritrichomonady pozitivnifiBinou toho by mohla
byt zna&né kontaminace bakteriemi a nedostagekoncentrace antibiotik. Kili nadmérnému vyskytu
bakterii v kultite se neda vylaiit prehlédnuti tritichomonéd a je praygbdobné, Ze masivni rigat
bakterii branil tritrichomonddam v mnoZenitidha peristani bakteriemi ii#e byt v kultivaci
pii 37°C, kdeZto v manualu pro In Pod¥hsystém je doporeno kultivovat i 25°C (Gookinet al.
2003; Haleet al. 2009). Nulovy zachyt tritrichomonad v médiu mokit pisoben i tim, Ze u vzoibk
odebiranych veterinarnim lélkean nebylo moZné kontrolovat kultivace bezpfedtt v den odbru,
kdy zkumavky s médiem nebyly jéSbakteriemi perostlé. Posledni moZnouignou negativniho
vysledku kultivace je d@msna nefitomnost trofozoii. Haleet al (2009) popsal, Ze trofozoifi. foetus
jsou vylwovany jen v utitych periodach (Halet al. 2009). Pro tentoifpad je doporéeno odebirat
trus opakovah nejlépe tikrat po dobu sedmi aZ deseti ignjako je podob& doporéeno
pro diagnostiku giardii (Drydegt al. 2006; Haleet al. 2009). V naSemijfpac nebylo mozné tento
postup nasledovat, jelikoZz #ata s pijmovym onemocénim dostala u veteritid po odbru trusu
okamZzit antibiotickou I€ébu. RovigZ nebylo mozné odebirat opako¥arus ka&kam z vystav, nebd

kocky pochéazely z celé republiky a vystavy trvaly pedzdny.

NaSe vysledky ukazuji, ze vyskyentatrichomonas hominiskosek vCeské republice je 7 %
(4/58). Tento nalez je mignvySSi nez hlaSené naleBy hominisz jinych zemi, kde byP. hominis
zaznamenan od 1 do 2 % (Goolkhal. 2007c; Mostegkt al. 2012), coZz by mohlo byt zkresleno
vybérem vySetované populace Rek. V naSemippacdt vySetované kaky pochazely z SirSi populace
kocek nez ve studii Gookiet al. (2007c), kde k&ky byly vySetovany pouze na vystavach. Naproti
tomu u pé& byl P. hominisidentifikovan ve s#té ¢asgji. Napiiklad v USA bylP. hominiszjiSttn u 4
ze 104 p8& respektive u 18 z 19 pgGookinet al.2007a; Tolberet al.2012), v jizni Koreji u 3 ze 14
(Kim et al. 2010), na Filipinskych ostrovech ze vSech sedretgvanych p8 (Dimasuay & Rivera
2013). Ve Francii byP. hominisnalezen u 34 z 2158t (Grelletet al.2013). VCeské republice byl
P. hominisizolovan také v jiné studii u jedné z osnisitni kactky trpici phjmy (Ceplechaet al.
2013). V nasi studii s€. hominisu psi nepodélo identifikovat pravédpodobr z divodu nizkého

poétu vySetovanych vzorKk.

Prevalence a faktory asociované s infekci oralnicithomonad

V oralni dutirt psa byly trichomonady identifikovanygasgji nez u ka&ek. Hicinou toho

zjisteni by mohl byt bd” (1) rozdil v socialnim chovani s kaiek nebo (2) metodicky problém
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s pon&rné naraénym vygrem astni dutiny kéek. V prvnim pipac z vlastniho pozorovani musime
poukazat na specifické chovéani, které umuje& snadny fenos oralnich mikrah kdy nap. S€nata a
podtazeni psi olizuji dolntelist az dutinu Ustni starSim a azenym pém, dale nap psi, Zijici
spolu, piji BZne¢ spoleén¢ z jedné misky. Naproti tomu Eky si sice vzajem# peiuji o srst, avSak
neolizuji si Usta. K&y jsou navic méh spol€enské a Ziji spiSe samostatiProto si psi mohou
predavat Ustni trichomonady mezi sebou lépe nekykoDruhy a neméh vyznamnym dvodem
zachytu malého mnoZzstvi oralnich trichomonad tekobyl fakt, se nam nepoilla provést vyer
dutiny uUstni stejé ac¢inné u psi a u k&ek. U psi bylo vZzdy odebrano vice materialu (slin¢rat
sliznice) nez u kéek. Psi maji velkou dutinu Ustni a heédslinni, naproti tomu kiky maji malou

dutinu Ustni, malo slin a dokazi velndiidng vzdorovat odbru.

Porovnanim vyskytdrichomonas tenag,1 %) aTrichomonas brix{30,6 %) u p8 je patrné,
Ze Trichomonasbrixi by mohl byt specifickou trichomonadou pro psy, Kdet. tenaxse v psi
populaci vyskytuje spiSe nadhadrl) katek, vzhledem k malému p pozitivnich kéek na oralni
trichomonady (26), nelze rozdil v zastoupeni trinboad blize specifikovall( tenax4,1 % aT. brixi
6,6 %). ZjiSEny vyskytT. tenaxu psi a kaiek odpovida prevalendi. tenaxv duting Ustni u lidi, ktera
je od 4 % do 53 % (Hersh 1985). VysKyt brixi nelze porovnat s prevalenci v jinych zemich,
nicméré jiz zmingny Tetratrichomonas canistomaayl nalezen v dutié Gstni 22 p& v Baltimoru
(Hegner & Ratcliffe 1927a), ujednoho psa v Polgkurkowicz 2004) a dale u 15 jpsze 100
vySetenych ve Francii (Rousset al. 1970). Z 18 vyS#ébvanych kéek v Baltimoru byly 2 pozitivni

na gitomnost tetratrichomonad popsanych jdlet. felistomae

Na zaklad statistickych analyz byla nalezena souvislost me&kem psi, ndkazou oralnimi
trichomonadami (zahrnujici oba drufiytenaxaT. brixi) a ndkazou samotného drufubrixi u psi a
u kacek. Kaky starSiti let vykazovaly statisticky vyznamirvySSi nakazu oralnimi trichomonadami a
druhemT. brixi nez k&ky mladsi ti let. Podobn v jinych studiich byla zji&ha souvislost ndkazy
oralnimi prvoky . tenaxa Entamoeba gingival)ss wkem¢lovéka, kdy se ukézalo, Ze celkomladi
lidé jsou mén nakazeni oralnimi prvoky (Honigberg 1990). U dtiSpsi nebylacasgjSi nakaza
oralnimi trichomonadami statisticky vyznamnékali byl tento trend napadny na zaktadypoctu
OR ped adjustaci (28,3 % versus 61,6 %). SouvislosanAk. tenaxu psi a u k&ek s wkem nebylo
mozné prokazat vzhledem k nizkémuwtponakazenych jeditic Nicmérg se vSak domnivame, Ze
objevena souvislost nakazy trichomonadouékemn psi miZze byt zapicinéna casgjSimi stety
starSich jedint s infikovanymi psy. Nakazu u mladychipke vyswtlit tak, Ze Sthata se nakazi

od matky pi vzajemném olizovani.
KtiZzeni psi byli statisticky vyznamincasgji infikovani trichomonadami nedistokrevni psi
(3,8krét u oralnich trichomonad, aZ 6kraf.wbrixi). U katek vysla opéna tendence, tj.ikkené kaky

jsou mér nakazeny negistokrevné a to 0,3krat mé&mralnimi trichomonadami bez rozliSeni druhu a

0,1krat uT. brixi. Pro zjiS&ni souvislostiistokrevnosti jedince s nakazdu tenaxnebylo dostaimé
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mnoZzstvi dat. Rozdil v ndkazistokrevnych a ¥Zenych jedind mezi kakami a psy by se dakipsat
moznosti penosu trichomonad mezi jedinci Zijicimi spwoilé Cistokrevné keéky jsougasto chovany
ve velkych chovech od utléhcsku, kdy si k@ky vytvori mezi sebou Uzky vztah (vSechny jedi
najednou z jedné misky, spi spolu) a tak by memii nhohlo dojit kéasgjSimu genosu. Koky
kiizené jsou chovany ve velkém mnoZstvi pggpatiobrs pouze v Gtulcich, kde jsou aledky az
od starSiho &u, a proto nemaji tendenci se s ostatnintkkmi sblizovat. ¥tSina Kizenych kéek
Zijicich mimo utulky se chova spiSe santiskd. V nasi studii jsme v jednom Utulku odebraliSesti
skupin k&ek 24 vzork (kazda skupinditala 20 kéek). Z toho byly pozitivni na oralni trichomonady
pouzectyii kocky ze ti riznych skupin. Naproti tomu ups Utulku, kde Zilo 10 ps pohromad,
jsme vySdili 8 jedinca a vSichni byli pozitivni. Dalsi roli v ndkaze anéhi trichomonadami ive
mit imunitni systém. V poslednich letech bylo totitbkazano, Zeistokrevné koky jsou vice

nachylné natrzné infekce nezikZenci (Gookiret al.2004; Stockdalet al.2009).

PrenosT. tenaxje zprostedkovan, jak bylo popsano vyse, kapénkovou infeRomnivali
jsme se tedy, Ze oralni trichomonady t pskaiek by se mohly fenaSet podobnou cestou s tim, Ze
tento [fenos je pravgbodobny u ps a kaiek, které Ziji spokné s vice jak déma psy/kékami. Pouze
u ps1 nakaZzenych oralnimi trichomonadami se nam fitadprokazat statisticky vyznamna souvislost
nakazy se zipobem ubytovani. Jedinci Zijici po jednom jsouistiaky vyznami méré nakaZeni

oralnimi trichomonadami nez psi Zijici po vice {hlou psech.

V nékterych studiich bylo prezentovano, Ze nakaza ordlnprvoky stoupa sdkem
a s kondici oralni dutiny. Také bylo zjab, Ze bezzubé&td a diti bez periodontalnich onemaanr
a gingivitid nebyly osidleny. tenax U lidi bylo zjiS&no, Ze sel. tenaxvyskytuje nejvice mezi 40 —
50 lety Zivota a u &i a starych lidi bez zubse vyskytuje m&nebo wibec (Honigberg 1990; Hersh
1985; Segow et al. 1993). Proto jsme se v naSem studiu dvmabyvali souvislosti fitomnosti
trichomondd se zdravotnim stavem dutiny Ustni. tifjisme, Ze statisticky vyznamna nékaza
trichomonad souvisi se zdravotnim stavemutizubpsi. U psi se zubnimi potizemi byl prokazan az
4,6krat statisticky vyznandnvyssi vyskyt oralnich trichomonad a az 11krat y§Skyt Trichomonas
brixi nez u p8& se zdravou Ustni dutinou. N&itomnostT. tenaxma i vliv Ustni hygiena, coz je ale
u psi a katek mér pouzivana zéalezitost. Existuje jen malo chovatelmajiteti psi a katek, ktei

Cisti zuby svym séfendim, to byl divod, pr@ jsme tento faktor netestovali.

Jelikoz ka&ky casto trpi respitmimi potizemi, Ize fedpokladat, Ze by se trichomonady mohly
castji vyskytovat u zvifat s respirénimi potizemi. Tentoiff@dpoklad se vSak nepotvrdil. Udak jsme
Zjistili kupodivu op&ny efekt. Respirni potize tedy nemaji podle naSich vyskegkimou souvislost
s ndkazou ordlnimi trichomonadami. Uapsebyl tento faktor vyznamny, nebdylo ilis malo

zkoumanych jedincs timto typem onemoéni.
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Déle jsme pedpokladali, Ze iitomnost trichomonad v dutindstni by mohla souviset se
zdravotnim stavem jedince. Zkoumali jsme tento navfaktoru ,Onemocii“. U psi tento faktor
nentl Zadny vyznam, pravgodobré opit z divodu nizkého ptu jedindl v této skupi. U katek
jsme vSak souvislost nasli. Zdravy jedinci byli aa&ni oralnimi trichomonadami 0,3krat statisticky

vyznamré mér¢ aTrichomonadrixi 0,1krat méd nez nemocni jedinci.

Nepredpokladali jsme Zzadny vliv ¢drveni na orélni trichomonady, nebdo kZnych
odtervovacich fipraviki nejsou zeazeny Zadné &&bné sloteniny proti prvokm. Nicmeér
z analyzy dat vyplyva, Ze netetveni psi jsou 5,6krat vice nakazeni oralnimihbimonadami a to
predevSimT. tenax ktery se vyskytuje u neodrvenych p& az 50kréat vice nez u déervenych. Tento
rozdil vSak niZe zkreslovat nizky get nakazenych @sT. tenax(9). U kaiek souvislost otkerveni

s @ritomnosti trichomonad v duginistni nebyla statisticky vyznamna.

Prevalence a faktory asociované s infekci Tritriainonas foetus

V nasi studii jsme zjistili, Ze ¢eské republice se vyskytuje udek T. foetuss prevalenci
21,9 % (16/73) a rowi Pentatrichomonas homingsprevalenci 7 % (4/58). Tato studie je prvnirkte

vyskyt T. foetusu kasek vCeské republice potvrzuije.

PrevalenceT. foetusu kaiek v Ceské republice odpovida hodnotam prevaleficéoetus
ziskanych v jinych studiich z Evropy — Britanie 44 (Gunn-Mooreet al. 2007), Francie 14,3 %
(Profizi et al. 2013), Norsko 21 % (Tysnest al. 2011), NNmecko 15,7 % (Kuehneet al. 2011),
Svycarsko 26 % (Burgenet al.2009),Recko 20 % (Xenouligt al.2010). Celko¥ je pak prevalence
v Evrop niz8i nez mezi kikami vySetenymi na vystavach v USA (31 %) (Fosttr al. 2004) a
na Novém Zélandu (82 %) (Kingsbuey al.2010).

Razné studie prokazaly. foetugako pivodce chronickych @ifma u katek (Gookinet al.
1999; Gookinet al. 2001; Fosteet al. 2004; Stockdalet al. 2009). Napiklad ve studiich Gookin et
al. (2001, 2006 a 2007) byli agt@schopni experimentaénnavodit pfijmy u ka'at inokulaciT. foetus
izolovaného z kéek s pfijmovym onemoceénim. Nedavno byl ukazan i signifikantni vztah mezi
abnormalni konzistenci trusu a infeKcifoetus(Kuehneret al.2011). V mnoha publikacich se attito
zabyvaji jen detekcll. foetusu koiek s chronickymi piimy, nebo zjiguji pritomnostT. foetus
u kotek bez popisu fekalniho vzorku a klinickyctizmalki (Gookin et al. 1999; Fosteet al. 2004;
Gookin et al. 2004; Gunn-Mooreet al. 2007; Bissetiet al. 2008; Burgeneet al. 2009; Freyet al.
2009; Hollidayet al.2009; Vermeulen 2009). Klinick&ignaky asociovanéB. foetugsou pak jest
meért popisovany u kiek bez pijma. Ackoli nebyla nalezenatfmé korelace mezi konzistenci trusu
a pozitivnim vysledkem PCR & foetus bylo postulovano, z&. foetusje 1épe detekovan u kek
s pijmy. Nekteri autdi vSak navrhuji, Ze asymptomatické infekTe foetusjsou pongrné casté
a mohly by byt obecnym jevem (Tolbert & Gookin 20@ray et al. 2010). V naSi studii jsme z 86
kocek vySetili 41,9 % kaek s pfijmem a 58,1 % bez fiimia. Test na ftomnostT. foetusbyl
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pozitivni u 7 ka&ek s ptijimy a u 9 kaéek bez klinickych fiznaki. Nicméré z malého pétu 16-ti
pozitivnich k&ek nebylo mozné statisticky prokazat, u které agpskkaiek seT. foetusvyskytuje
castji.

Bylo zjiSttno, Ze koky nakaZenéT. foetus mohou zcela ztratit ffznaky pijmového
onemockni, ale Ze k&ka zistaneT. foetusnfikovana (Fosteet al.2004). Tyto kéky pak mohou byt
zdrojem nékazy pro ostatni, mladStkg v chovu (Fosteet al.2004; Tolbert & Gookin 2009). V nasi
studii vSak trply prajmovym onemocenim i starSi kdky pozitivni naT. foetus(6/11) a na ptjem

trpélo pouze jedno zdi kot'at.

Vyjimeéneé jsou u mladych kéat nakaZzenyciT. foetuspozorovany fiznaky systémového
onemockni, jako je anorexie, deprese, zvracémitrata vahy (Belket al. 2010; Hollidayet al. 2009).
Tyto klinické giznaky vSak nejsou povazovany za obecnhou asociedekeci T. foetusu katek
(Kuehneret al.2011) a spekuluje se o tom, Ze by tytzpaky mohly byt spiSeidledkem koinfekce
s jingmi enteroparazity (Xenoulist al. 2013). Zadna z kek pozitivni naTl. foetusv nasi studii
nevykazovala takovéto systémové&zpaky, coZz by mohlo souviset stim, Ze kéojadné kaky,
nebyli u zadné jiné hldSeni jini enteroparazité.leR&oinfekce T. foetus u koaiek s jinymi
enteroparazity, endogenni mikroflor@gu environmentalnim stresem a imunitnim stavem rigké
manifestaci onemoeni jeS& neni dostatné objasgna (Gookinet al. 1999; Gookinet al. 2001;
Stockdaleet al.2009; Burgeneet al.2009; Hoseiret al.2013).

VétSina studii pedpoklada souvislost ndkady foetusa nizkého ¥ku koiek (Fosteret al.
2004; Gunn-Mooret al.2007; Stockdalet al.2009; Xenoulist al.2010; Bellet al.2010; Profiziet
al. 2013), &koliv existuji i jiné prace, ve kterych byl pozoéov opény trend (Xenouliset al. 2010;
Miro et al.2011; Tysne®t al. 2011; Hollidayet al. 2009). V nasi praci jsme zaznamenali, Ze jedinci
starSi jednoho roku (25 %) jsotasgji nakazeniT. foetusnez jedinci mladSi (17,2 %), avSak
po analyze stepwise logistickou regresi nebyl tetnémd statisticky podgen. Ricina rozdit
ve vysledcich tznych studii neni iejma. Divodem by vSak mohl byt rozdil ve studovanych
populacich kéek. Nekteré studie vySétji pouze koky s pijmem a jiné ne. VySSi prevalence infekce
T. foetusmezi ka’aty a mladymi kékami je mozna zjssobena dobouipnosu na kiku v chovu, kde
se vyskytuje ndkaza. foetus(Kuehneret al.2011). Kuehneet al. (2011) se domniva, Ze dosavadni
mensi zastoupefi. foetusu starSich kéek je pouze z tohotdodu, Ze starSi kdy byly obeci mérg

vySetovany na pitomnostT. foetusnez kéky mladsi.

Razné studie identifikovaly rozdily v citlivosti kfekci T. foetusmezi iznymi ¢istokrevnymi
plemeny (Profiziet al.2013; Bellet al. 2010; Kuehneet al.2011; Tysnegt al.2011; Gunn-Mooret
al. 2007). V nasi studii jsme se timto faktorem nezabywzhledem k nizkému gitu ¢istokrevnych
jedinax raznych plemen (9/73). Mezi autory se dale okBepredpoklada genetickd predispozice

Cistokrevnych keoek k infekci T. foetus RovreZz se ukazuje, Ze vy3Si nakadatokrevnych koek
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muze byt disledkem jejich chovu (Gookiet al. 1999; Fosteet al. 2004; Gookiret al. 2004; Grayet

al. 2010). V chovatelskych stanicigistokrevnych koéek, a také v Gtulcich genymi k&kami,
jsou kaky obecr chovany v uzaitenych mistnostech o vysoké populahustot. Tento zgisob
chovu je povaZzovan za ktivy rizikovy faktor pro ndkazu K@i stevni trichomonidzou (Gookiat

al. 2004). Akoli je presny zfisob genosuT. foetusneznamy, fedpoklada se zvySené riziko nadkazy
T. foetusv diusledku zvySeného fek&oralniho kontaktu (Gookiret al. 2004; Tolbert & Gookin
2009). Nicmén je jasné, Ze jak kdy cistokrevné, tak ¥Zené, se mohou nakait foetus(Xenoulis

et al. 2013). Toto pozorovani potvrzuje i naSe studier&tzahrnovala 35 % kek cistokrevnych a
65 % Kizenych.T. foetusbyl identifikovan jak u kizenych kéek (7/16), tak wistokrevnych kéek
(9/16).

Protoze trichomonady nevytigi odolné cysty, je pra¥godobné, Ze pouzéerstvy vihky
trus obsahuje Zivé inféhi trofozoity T. foetus ktei by se mohli roznaSet fek&lroralni cestou i@s
koci¢i zachodky (Gookiret al. 2004; Tolbert & Gookin 2009). V této studii byldce pozitivhich
kocek, Zily po vice jak dvou jedincich (25 % versus,31%), avSak vzhledem nizkému ¢po

pozitivnich vzork nebyl tento trend statisticky vyznamny.

Je pravdpodobné, Ze riziko fek&roralniho penosu je nejvyssi mezi infikovanou matkou a
jejimi kotaty a néasledh mezi kaaty ve vrhu (Kuehneret al. 2011). Pr&y chovy kd@ek byly
reprezentovany jako nejkbzitejSi rizikovy faktor v ndkazéd. foetugTolbert & Gookin 2009; Gookin
et al. 2004). Xenoulis et al. (2013) ve studii popisuje, 59 % z 83 kiek neEly prajmy od doby
adopce, coz naztiaje nefast|Si nakazu kéek uz v rané fazi jejich Zivota. Diagnostikovat faroto
T. foetusi u kacek Zijicich samostatnuz rekolik let (Xenouliset al. 2013). V tomto fipac, jak
nazng&uje Kuehner (2011) a Xenoulis (2013), bg¢lonmit vySetovani k@ek (matek) a jejich kéat
v chovech pednost ped vySetovanim jinych dosglych katek. Red odstavenim by &ta byt ka’ata
dukladn® vySetena na fitomnostT. foetus aby néasled pii adopci a koupi k@te nedochéazelo
k Siteni ndkazy do jinych chdv Domnivame se, Ze by bylo vhodn# galSich epidemiologickych
studiich zaznamenavat, z jakého typu chovu nakaketiéa pochazela, coz by pomohlofapnit

rizikové faktory pro nékazi. foetus

Jak jiz bylo zmigno, podéilo se nam identifikovaTritrichomonasfoetusu 16 ka@ek a 4 p8
pomoci nested PCRifomnostT. foetusu katek jsme navic potvrdili izolaci kmérze ¥ kocek.
Domnivame se, Ze pro potvrzeni vyskytufoetusu psi by bylo rovréZz zapotebi izolovat Zivé kmeny
T. foetuspiimo ze p&. V naSi praci jsme vSak néln bohuzel moznost opakovanéhdigtupu
ke p&im, které jsme pomoci nested PCR diagnostikovald jabzitivnich naT. foetus Vyskyt
T. foetusu pdi je vSak zejme ve s\¥té velmi nizky.T. foetusu psi byl identifikovan zatim jen v USA
u tfi psa s piijmem (Gookinet al. 2005; Tolbertet al. 2012). Doufame, Ze potvrzeni infeKEefoetus
ukatek a pd vCeské republice, polie veterinarnim lékam pri diagnostikovani feiny

prajmovych infekci a jejich nasledné terapii.
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7.ZAVER

V této praci byl popsan novy druh trichomonady rddichomonas Ustni dutiny psa kaek,
pro ktery bylo navrzeno jméndrichomonas brixi V Ustni dutig psi a katek byl rovréz zjistn
vyskyt lidského komenzaldrichomonas tenaxV zaZivacim traktu kek byl poprvé \Ceské

republice zji&n vyskyt patogenniho prvokgitrichomonas foetua jeho vyskyt je rowg u psi.

Celkow byl Trichomonas brixijisSttn u 34 pé a u 8 kaéek, Trichomonas tenapak u 9 pé a
u 5 katek. Kultivaci bylo ziskano 39 kméroralnich trichomonad u pgOCaX) a 12 kmeihoralnich
trichomonad u k&ek (OFeX). Molekularni metodou byly diagnostikovaoyalni trichomonady
u 39/99 pé a u 20/98 k&ek, stevni trichomonady u 4/11 psa 31/71 keek. Porovnanim citlivosti
metod diagnostiky bylo zji&ho, Ze nested PCR je citl§jéi neZ metoda kultivani, ale @i diagnostice

oralnich trichomonad je spolehtjéi pouZzivat ot metody.

T. foetusbyl identifikovan u 4 ps a 16 kéek, P. hominisbyl prokadzan u 4 keek. U 2 keéek
byla zjiS€na smiSena infekc®. hominisa T. foetus Z 3 kaiek byly vyizolovany 3 kmeny

Tritrichomonas foetugRhap, Kitty, Charlotte).

Celkovéa prevalence oralnich trichomonad bez razii$guhu u p8 byla 45,2 % (57/126) a
u kotek 19,3 % (26/135). Na zakladstatistického vypg&tu byli psi ¢asgji infikovani oralnimi
trichomonadami nez Réty. Podle naSich vysledklze odhadovat, ZetfiZeni psi jsou 3,8kréat vice
vystaveni riziku nakazy nez psistokrevni P = 0,02), kdezto kiky kiizené jsou riziku nakazy
vystaveny 0,2krat ménmnez ka@ky cistokrevné P = 0,02). Psi chovani v Gtulcich maji 0,3krat niens
pravdpodobnost se nakazit oralnimi trichomonadami neZvptomacnostechR(= 0,05). Psi se
zubnimi potizemi jsou vystaveni riziku nakazy 4#&kwvice nez psi se zdravou dutinou Ustni
(P =<0,01). BZné odervovaci prosedky snizuji riziko nakazy az 5,6kr& € 0,05).

Prevalencdrichomonagbrixi v Ustni dutig u psi byla 30,6 % (34/111) a u kek byla 6,6%
(8/122). Podle naSich vysleilpritomnostTrichomonadbrixi byla relativié ¢asgji detekovana u fis
nez u kaek. Trichomonadrixi se vyskytuje 6kr&tasgji u kiizenych pé (P = <0,01). Psi se zubnimi
potizemi maji 11,6 krat&sSi pravédpodobnost infekc@richomonadbrixi neZ psi se zdravou dutinou
astni P = <0,01).

PrevalenceTrichomonas tenadyla u pg 8,1 % (9/111) a u Kek byla 4,1 % (5/122).
Odcerveni psi jsou vystaveni riziku nadkaZy tenax50 krat més (P = <0,01). Vzhledem k nizkému

poctu vzorki nakaZzenych kiek a p& nebylo mozné stanovit vyznam vice faktor

Tritrichomonas foetuge diky této studii na¥ identifikovanym patogenem u &k a ps
v Ceské republice. Prevalenciritrichomonas foetusu testovanych kaek byla 21,9 % (16/73).

Ackoli v této praci nebyla nalezena Zadna asociaca méekci T. foetusa gitomnosti pijma, je
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tento vysledek dlezity, vzhledem k patogennimu potencidlu foetus pro veterinarni medicinu

pii diagnostikovani ficin chronickych pijmovych onemocéni u pst a kaek.
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8.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

18S rRNA

28S rRNA

RNA mal& podjednotka ribosomu

RNA velka podjednotka ribosomu

5.8SrRNA  RNA velk& podjednotka ribosomu

BSA

Cl
DMSO
FelLV
FIV
GTR+IH
HBB
ITS1

ITS2
LB

medium
NA
NCBI
OCa
OFe

OR

PBS
PP
RAPD
rpm
TYSGM

X-gal

bovine serum albumin (h&zi sérovy albumin)
confident interval (interval spolehlivosti)
dimethyl sulfoxid

kagici leukemicky virus

koci¢i imunodeficientni virus

general time reversible model s gama korekci @aariantami (model nukleotidové
substituce)

haemoglobin subunit beta (Hemoglobin beta)
internal transcribed spicer 1

internal transcribed spicer 2

.lysogeny broth* médium

neanalyzovano

National Center for Biotechnology Information
Oral Canis

Oral Felis

odds ratio (KZovy pongr)

pravcépodobnost

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
pfikaz pivodu

Random Amplified Polymorphic DNA
Lrotates per minute“, oty za minutu
trypton-yeast extract-salt-gastric mucin nuduli

bromo-chloro-indolyl-galaktopyranosid
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