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ANOTACE

Lawsonia intracellularis je obligatné intracelularni bakterie zpusobujici proliferativni
enteropatie u celé skaly zvitat. Nejvice postihuje prasata a koné. Proliferativni enteropatie je

endemické onemocnéni s Vysokou prevalenci po celém svété.

KLICOVA SLOVA

Lawsonia intracellularis, patogeneze, diagnostika, proliferativni enteropatie, PE, porcinni
proliferativni enteropatie, PPE, proliferativni enteropatie koni, EPE

TITLE
Lawsonia intracellularis
ANNOTATION

Lawsonia intracellularis is a obligatory intracellular bacterium causing proliferative
enteropathy across a range of animals. Most affected by pigs and horses. Proliferative

enteropathy is an endemic disease with high prevalence worldwide.
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UVvOD

Po mnoho let zistavala identita etiologického plvodce proliferativni enteropatie zvirat
nejasna. Nové klasifikovana intracelularni bakterie, Lawsonia intracellularis byla nedavno
potvrzena jako pfi¢ina tohoto onemocnéni. Onemocnéni zpisobené L.intracellularis vzdy
vykazovalo nezvykly proces reprodukce a neobvyklé patologické znaky. Proliferativni
enteropatie je bézné stfevni onemocnéni postihujici vnimava zvitata, nejCastéji prasata po

celém svéte.

Proliferativni onemocnéni stfev prasat bylo poprvé popsano jako piipadova zprava v roce
1931. Ctyficet nebo vice let ub&hlo, nez doslo k potvrzeni pfitomnosti intracelularnich
bakterii v proliferativnich 1ézich. Navzdory extrémnim potizim izolovat obligatné
intracelularni bakterii L. intracellularis se v této dobé novymi technikami kultivace

v bunéénych kulturach ptispélo k lepsi charakterizaci a pochopeni.

Lawsonia intracellularis je gram-negativni bakterie nachézejici se v apikalni ¢asti cytoplasmy
sttevnich bunék. Zivotni cyklus a mechanismus napadeni hostitele této bakterie je zcela
odlisny od ostatnich intracelularnich bakterii. Béhem infekce zije bakterie volné uvniti
buné¢éné cytoplazmy. L. intracellularis napada epitelialni buiiky stfeva a tim zptsobuje vznik

hyperplazie infikovanych bun¢k a vede k procesu vzniku onemocnéni.

Proliferativni enteropatie zpusobené L. intracellularis zahrnuji prijem, zpomaleny rust
a moznou smrt. Toto onemocnéni bylo pojmenovano kolem roku 1993, kdyz bylo zjiSténo, Ze
jeden jediny organismus, Lawsonia intracellularis je zodpovédny za vSechny rozdilné

klinické a patologické formy tohoto onemocnéni.

Diagnostické metody, vylepsené o citlivéjsi detekei bakterie a zaznamenani casného nastupu
Proliferativni enteropatie zahrnuji rizné sérologické a molekularni analyzy. Histologické
testy, jako je imunohistochemie, jsou nadale zlatym standardem pro potvrzeni lézi

specifickych pro L.intracellularis.

Onemocnéni  zpusobené L.intracellularis je z divodu nepfiméfeného pouzivani
antimikrobidlnich latek, hospodatrskou ztrdtou spojenou se Spatnym rdstem prasnic ve
vykrmu, mortalitu pfi hemorhagické form¢ a ndklady na 1écbu jednim z nejzavazngjSich

ekonomickych problémt této doby.
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1 CHARAKTERISTIKA

Lawsonia intracellularis je obligatné patogenni bakterie zrodu Lawsonia zpusobujici
onemocnéni zvané proliferativni enteropatie (PA). Pusobi onemocnéni Siroké Skaly zvitat
(fretek, kraliki, lisek, krys, koni, opic, pStrost, ovci, jelenli, morcat a kieck), zejména ale
prasat (McOrist et al., 1995). Tento intracelularni mikroorganismus nikdy nebyl prokazan u
lidi s enteralnimi chorobami a proto neni povazovan za antropozoon6zu (Lawson et al.,1993).
Infekce zahrnuje vodnaté prijmy, zakrnély riist, ubytek hmotnosti a v mnoha ptipadech smrt
a je jednou z ekonomicky nejzavaznéjsich chorob chovu prasat. Specifické proliferativni 1éze
pro PE se nachazi v intestinalnim traktu, nejvice v tenkém stfevé a méné bézn¢ v tlustém
sttevé (Melbak et al., 2008). L.intracellularis je vSak zieteln¢ odlisna od ostatnich
intracelularnich bakterii a tim vzbuzuje obrovsky zajem jak vztahem k samostatné chorobé
zvitat, tak jedine¢nou povahou proliferativnich 1ézi. Ackoli prvni pifipad onemocnéni byl
popsan v roce 1931, teprve v roce 1993 byla tato intracelularni bakterie izolovana v buné¢né
kultufe z infikovanych prasat pomoci bunécné linie enterocytii potkana, byly naplnény
Kochovy postulaty a tak vytvofen novy rod a druh (Gebhart et al., 2010; Vannucci et al.,
2014). Obtiznost diagnostiky na zivych prasatech vedla k rozsahlému pouZzivani preventivnich
opatfeni antimikrobialnich 1€kt v krmivech bez racionalniho zdkladu pro jejich pouziti
(McOrist et al., 1985). Studie o farmakologickych prevalencich v mnoha zemich po celé
Evropé, Asii i Americe nyni ukazuji, Ze osmina z dotazovanych ma zavazny problém s timto
onemocnénim. Zaznamy sérologickych vySetfeni odhaluji, Zze s Lawsonii intracelularis se

setkalo vice nez 90 % farem po celém svété (Hardge et al., 2006).

1.1 Taxonomické zarazeni

Doména: Bacteria
Oddgleni: Proteobacteria
Ttida: Deltaproteobacteria
Rad: Desulfovibrionales
Celed’: Desulfovibrionaceae
Rod: Lawsonia

Druh: Lawsonia intracellularis
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Teprve nedavno popsany mikroorganismus, intracelularni symbiont tenkého stieva nebylo od
pocatku lehké klasifikovat. Taxonomické studie byly provadény pomoci purifikovanych
bakterii pfimo z infikovanych tkani prasat postizenych timto patogenem. Prvotni studie
vychazely z domnénky, Ze intracelularni symbiont je nepopsany druh rodu Campylobacter,
pozdéji vSak byly popsany imunologické vlastnosti, které tomuto rodu nenéalezi. Nasledné
studie, ve kterych byla amplifikovana a sekvenovana 16S ribozomalni DNA jiz vedla
k informaci, Ze intracelularni bakterie patii k rodu deltaProtebacteria. Jednotlivé DNA
sekvence byly nejvice podobné sekvencim proteobakterii redukujici sulfat, bakteriim
Desulfovibirio desulfuricans. Dal§imi studiemi se zjistily zmény v bunééné morfologii,
fenotypu a genotypu, proto bylo nutné zavést novy diive nepopsany druh Lawsonia
intracelullaris (McOrist et al., 1995). Tento druh pro srovnadvani je 1482/8 a je ulozen
v Narodni referen¢ni laboratofi v Londyné kodem NCTC 12656 (Gebhart et al., 1993). Cely
genom praseciho izolatu L.intracellularis PHE/MN1-00 obsahuje celkem 1 719 014 pard bazi
rozdélenych do jednoho malého chromozomu a 3 plasmidy (Pusterla et al., 2013).

1.2 Morfologie a bunécna struktura

Bakterie uvolnéna z hostitelskych nebo kultivovanych bunék je gram negativni bakterie
s protoplasmatickou strukturou prokaryot, netvoii spory. M4 tvar sigmoidni tyce, je variabilné
zakiivena a na obou koncich se zuzuje. Buniky jsou dlouhé od 1,25pum do 1,75um a Siroké
0,5-1,5um. Bakterialni sténa obsahuje trilaminarni vnéjsi obal, ktery se Casto oddéluje od
cytoplazmatické mambrany pomoci zo6ny s elektrony (Collins et al., 2001). Bakterie nejsou
pigmentované. Nemaji flagella, pilli ani fimbrie, tudiZ nemaji schopnost se pohybovat
(McOrist et al., 1995). Bakterie, které se typicky volné replikuji v cytoplasmé hostitelské
buniky stfeva, nejsou ohraniené membranou. NejCastéji se nachdzeji v apikalni Casti
cytoplasmy. Netvoii inkluze (Gebhart et al., 1993; McOrist et al., 1995). Po obarveni
modifikovanym barvivem dle Ziel-Neelsena zachovavaji karbolfuchsin a vykazuji kysely
charakter. Tato intracelularni bakterie mlize mit obaly a ty se po obarveni jevi jako
svétlohnédé. Izolaty Lawsonia intracellularis jsou aerobni, rostouci za optimalni ptitomnosti

kysliku 8 % (McOirist et al., 1995).

1.3 Vyskyt

Onemocnéni zpusobené obligatné intracelularni bakterii Lawsonia intracellularis je
celosvétové roz§ifeno na vsech péti kontinentech. V Ceské republice bylo poprvé
diagnostikovano v roce 1998. V Evropé existuje velmi vysoké procento nakazenych prasat
a infikovanych hospodaistvi bez jasnych distribu¢nich preferenci této nemoci. V Evropé se
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nakazi L.intracellularis mezi 34 % az 67 % prasat a minimaln¢ 88 % hospodaistvi. Nejvyssi
procento nakaZenych prasat a pozitivnich hospodafstvi se nachazi v Dansku, Svycarsku,
Ceské Republice, Recku a Italii. Zemé s pomérné nizkou prevalenci jsou Portugalsko, Anglie
a Belgie (Hardge et al., 2006; Prieto et al., 2002).

1.4 Patogeneze

1.4.1 Osidlovani stievni sliznice

Pohyb je vlastnost, kterd se povazuje za hlavni pro schopnost intracelularniho piezivani
patogentii. Je nezbytny pro pronikani bakterii pfes slizni¢ni vrstvu a naslednou kolonizaci
intestinalniho traktu a pro vyvolani bakteridlni virulence. A proto je tézké vizualizovat, jak
konkrétn¢ tato intracelularni bakterie, Lawsonia intracellularis mtze ziskat vstup do hostitele
a vyvolat intestindlni onemocnéni vzhledem k absenci bakteridlniho bi¢iku a tedy bez
chemotaktické sily smérem k slizniénimu povrchu. U extracelularné umisténych bakterii 1ze
casto identifikovat bud’ dlouhou cytoplasmatickou vakuolu a nebo elektronovou ¢&éstici o
stejné hustoté jakou ma cytoplasma ve vakuole. U pozdgjSich stadii, tedy bakteriich na
povrchu sliznice nebo bakteriich v intracelularnim prostoru se vSak tyto ptidavné struktury jiz
nevyskytuji. Vznikla morfologickd zména mize odrazet nesporné biochemické pozadavky na
energetické zdroje béhem extracelularniho pieziti a vyvoje. Cely tento proces tedy udava, ze
bicik je uzce regulovan, ztraci se po pfipojeni k hostitelské butice a znova je resyntetizovan az

po uvolnéni z buiiky (Gebhart et al., 1993; McOrist et al., 1995; Smith et al., 2001).

1.4.2 Pripojeni k hostitelské bunce
Pro obligatn¢ intracelularni bakterie je nezbytné dulezité ptisednuti ke specifickym

receptorim na hostitelskych enterocytech.
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Obrazek 1-disbi6za pozorovatelnd u infekce L.intracellularis piFedstavuje sniZenou ¢i pozménénou
mikrofloru, inadekvatni mukozni vrtsvu enterocytu a nizkou hladinu ochrannych protilatek.
(Karuppannan, 2018)

Navzdory tomu, ze adheziny ani receptory nebyly u L.intracellularis zjistény piisednuti
a pusobeni bakterie vyzaduje specifickou interakci s hostitelem (Gebhart et al., 1993).
Genomova sekvence L. intracellularis naznacuje, Ze muze mit sekreéni systém typu III. Tento
sekre¢ni systém se bézné vyskytuje u gram-negativnich bakterii a napomaha bakterii béhem
invaze buné¢k a tniklim imunitniho systému hostitele. Mize také plnit funkci mechanismu pro
indukci bunétného déleni (Kroll et al., 2005). Specifické polyklonalni sérum spole¢né
s monoklonalni protilatkou vyznamné snizuji infekci v enterocytech a to S nejvetsi
pravdépodobnosti indikuje, Zze do pfilnuti k hostitelské buiice jsou zapojeny specifické
molekuly imunitni reakce, jak lze vidét na Obrazku 1. Selhani protilatky zcela vyluCuje
moznost hromadného vstupu bakterii do buniky. Samotné pfipojeni L.intracellularis k buitkam
je doprovazeno né€kolika morfologickymi zménami na povrchu buriky, bakterie vstupuji do
burniky jednotlivé a dochazi ke ztrat¢ klkd. V misté prilehnuti bakterie dochazi k zesileni
a naruSeni buné¢ného okraje (Gebhart et al., 1993; McOrist et al., 1995; Smith et al., 2001).
Neexistuji zadné zmény na buné¢né membrané spojené s adherentné navazanymi bakteriemi

extracelularn¢ (Gebhart et al., 1993).

1.4.3 Vstup bakterie do hostitelské bunky

Pod pfipojenou bakterii k enterocytu se vytvaii tlak, ktery deformuje bunéénou membranu.
Pii vstupu bakterie do buriky je bunééna membrana zesilena, ale nedochdazi k jejimu poruseni.
Takto postupné vytvorena vakuola z bunécné membrany zacind obklopovat celou bakterii
béhem pruniku do cytoplazmy burky. Intraceluarni bakterie L.intracellularis pronikaji do

buiiky jednotlivé, ale jakmile se nachazi ve vakuole, zacind intraceluldrni déleni. Vzhledem
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K tomu, Ze volné v cytoplasmé se nachazeji i ostatni pfidruzené bakterie z rany, ziejmé
neexistuje vazba L.intracellularis na ohranicujici vstupni membranu. Navic, proces invaze
enterocytll nezavisi na zivotaschopnosti bakterii ale na aktivité hostitelské bunky, coz muze
naznacovat typ indukované endocytozy (Gebhart et al., 1993; Kroll et al., 2005). Vstup
L.intracellularis do bun€k probiha podobnymi mechanismy jako vstup intracelularni bakterie
Chlamydie trachomatis. Také nékteré morfologické znaky jako jsou malé vacky a vezikuly
Vv cytoplasmatické membrané se podobaji bakteriim rodu Chlamydia (Gebhart et al., 1993;
McOrist et al., 1995; Smith et al., 2001).

1.4.4 Unik z intracelularni vakuoly

Béhem infekce se L.intracellularis vyznacuje tim, Ze Zije volné uvnitf bunééné cytoplazmy.
Bakterie uvnitt vakuoly jsou od okolni membrany jasné¢ oddé€leny elektronovou polaritou
a Vv takovém okamziku dochazi k poruSeni cytoplasmatické matrice od prazdnych vakuol.
Rozpad vakuoly nastava kratce po vstupu do hostitelské buriky a po 3 hodinach je vétSina
bakterii témét vyluéné lokalizovana v cytoplasmé. Po vakuoldrnim Uniku se bakterie typicky
nachazeji v apikalni cytoplasmé a kromé nékterych souvislosti s bunéénymi mitochondriemi
a hrubym endoplazmatickym retikulem se lokalizuji t€sné vedle libovolnych struktur. I kdyz
cytoplasmatickd bunétnd matrix je obecné tésné sousedici s bakteridlni vnéj$i membranou.
Mnoho dal$ich intracelularnich bakterii (Shigella, Listeria, Rickettsia) také vstupuje do
cytoplasmy a zde vylu€uji Skodlivé ucinky fagolysozomalni fize. Tato aktivita je dana
lytickymi toxiny (cytolysinem nebo hemolysinem). Unik L. intracellularis z vstupni vakuoly
do cytoplasmy jednozna¢né podporuje produkce podobného faktoru. L. intracellularis
vykazuje cytolytickou (hemolytickou) aktivitu prostfednictvim exprese noveho hemolyzinu A
(LhyA). Tento hemolyzin A mtze byt jednim s hlavnich faktort virulence podilejicich se na
Uniku intracelularnich bakterii z vakuol (Gebhart et al., 1993; Kroll et al., 2005; McOrist et
al., 1995).

1.4.5 Intracelularni rozmnoZovani a kolonizace stevniho epitelu
Dostupnd data naznacuji, Ze bakteridlni replikace nové vyvinutych dcefinych bunék se
vyskytuje soub&zné s replikaci infikovanych hostitelskych bunék bakterii L.intracellularis,

proto je nutné zvazit procesy, které jsou zakladem mnozeni enterocytu (Smith et al., 2001).

Sliznice tenkého stfeva je bohat¢ zfasena a tvoii podélné Kercringovy tasy, které jsou dale
roz¢lenény slizni¢nimi klky. Ve sliznici se nachazeji tubuldzni zlazy neboli Lieberkiihnovy

krypty. Enterocyty, zralé diferenciované bunky klkii tvofi na stievnim povrchu kartacovity
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lem. Bunky v epitelu jsou malo diferenciované a vykazuji pouze omezeny vyvoj kartacového

lemu (Smith et al., 2001).

Orientovany pohyb L.intracellularis do Lieberkiihnovych krypt spiSe nez do stievnich klka
pti pocatecni infekci mize odrazet fyziologické pozadavky organismu. Z toho vyplyva, ze
krypty jsou dulezitou oblasti pro pfisednuti a vstup bakterii. Takové bunky se déli a migruji
tak, ze pomalu osidluji epitel. PokraCujici rist a migrace infikovanych bunck je
mechanismem, kterym epitely zacinaji byt kolonizovany intracelularni bakterii. Bakterie 1ze
v této fazi pozorovat jako skupiny sousednich infikovanych bunék (Smith et al., 2001;
Willians et al., 1996).

Délici se enterocyty tak prospivaji proliferaci bakterii alespoit dvéma zpisoby, usnadnuji
proliferaci bakterii a diky pokracujici replikaci a migraci zprostiedkovavaji Sifeni bakterii
v celé délce epitelu. Tato adaptace je pro L.intracellularis vysoce specializovana. Obcas se
pozoruji bakterie, které¢ se dé€li septaci v bunééné cytoplasmé 1ézi, to lze ale pozorovat jen

Vv pocatecnich fazich infekce (Smith et al., 2001).

Absence bakterii na bunééném povrchu nebo pienos bakterii mezi buitkkami a mimo buiiku
indikuji, Ze bakterie se pohybuji pouze v epitelu uvniti bunck. Proto je migrace infikovanych
bunék mechanismem, kterym bakterie a infikované bunky kolonizuji epitel (Gebhart et al.,

1993; McOirist et al., 1995; Smith et al., 2001).

Intracelularni pohyb je zpisoben u piibuznych bakterii (napt. Shigella nebo Listeria)
polymerizovanym aktinem. To se projevuje morfologicky jako dlouhé konce polymerovaného
aktinu pfipojeného ke konci intracelularni bakterie. Mechanismus, kterym napada

L.intracellularis epitel, je velmi odlisny (Smith et al., 2001).

1.4.6 Proliferace bunék

Charakteristické pro PE je, Ze proliferuji pouze buniky infikované bakteriemi a v t€ch mistech
sttevni sliznice, kterd je naruSena hyperplazii. U téZce postizeného epitelu se bakterialni
parazitismus a proliferace bunék §iti od baze krypt na povrch epitelu. Buniky krypt se zainaji
délit ve zvySené mife kratce po bakterialni infekci. ZvySena mitdza pak zvysi populaci bunék
az tfikrat nez u zdravé sliznice. Jakmile se 1éze plné€ rozvine tak se stimulacni G¢inek bakterie
na bunééné déleni zastavi. A to navzdory pietrvavajici pfitomnosti intracelularnich bakterii
(Guedes et al., 2003). Mechanismus, kterym L.intracellularis brani zrani bunék, neni znam
ale bunky nadale podstupuji mitézu a proliferaci a tvoti hyperplastické krypty. Infikované

intestinalni Lieberkiihnovy krypty se mohou stat nesmirné protahlé a ¢asto rozvétvené (Kroll
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et al., 2005). Nasledkem infekce L.intracellularis je velice specificka 1éze projevujici se jako
hyperplazie. Jediny druh schopny tvofit podobné léze je bakterie rodu Citrobacter.
Kvantitativni analyzy ukazuji, Ze s vyvijejici se infekci roste 1 podil infikovanych bunék, coz
znamena, ze poukazuje na fakt, ze dochazi pouze k proliferaci infikovanych bun¢k a ty se déli

rychleji nez neinfikované (Guedes et al., 2003).

1.4.7 Imunitni odpovéd’

Ze sérovych protilatek jako prvni reaguje IgM ale jeji kratka zivotnost dokazuje, Ze se jedna
spiSe o reakci na onemocnéni, nez reakci na infekci. Jako druha protilatka reaguje 1gG.
Bunécna imunitni odpovéd’ neni vyraznéjsi nez odpovéd’ humoralni. Je vsak tfeba zdiraznit,
ze jednim z pozoruhodnych rys zvifat usmrcenych v €asnych stadiich s plné vyvinutymi
proliferacnimi lézemi je velmi omezend zanétlivda odpovéd’. Napiiklad nedochazi k tvorbé
CD3 pozitivnich lymfocytl, coz naznacuje imunosupresivni mechanismus. Zvifata postizena
akutni hemorhagickou formou onemocnéni vykazuji silnéjsi odpovéd’ a ptitomnost IgM v B-
buitkach lymfocyt. Dal$Sim pozoruhodnym znakem imunopatologie je pfitomnost velkého
mnozstvi protilatky IgA v enterocytech, chybi dikaz o specifi¢nosti tohoto nahromadéného
imunoglobulinu ale je to staly rys pfi vSech projevech onemocnéni. Je vSak stale nejisté, zda
je IgA akumulovan nespecificky kvuli selhdni vyluCovani nebo je-li pfimo stimulovany
organismem. Dal$im rysem béZnym u pocatecnich fazi je piitomnost antigenu
L.intracellularis v makrofazich, coz naznauje moznou tulohu vrozené bunétné obrany

(Collins et al., 2001).

Rozdily v imunitni odpovédi mohou také odlisovat nekomplikovanou PIA formu od smrtelné
PHE formy onemocnéni. Bakterie jsou rozSitenéjsi ve tkanich pti formé PHE, objevuji se
volné, v makroféazich, v lamina propria a také v intestindlnich kapilarach a lymfatickych
bunkach. Rozdil spociva ¢astetné v imunitni odpovédi a nasledné zanétlivé reakci uvedené
vySe, ale mlze také byt vysledkem variability virulence bakterialnich kment (Kroll et al.,

2005).

1.4.8 Bakterialni perzistence uvniti bunék

Prolifera¢ni slozka 1ézi PE je pietrvavajici, nikoli fulminantni. Epiteliarni hyperplazie byva
pozorovana nejméné 4 dny od vniknuti bakterie do organismu. Maximalni celularita epitelu
nastava 30-35 dni po infekci. TéméF veskery bakterialni antigen je pfitomen b&éhem vétSiny
stadii onemocnéni, zbytek byva ptitomen v makrofazich vlamina propria ale také

v Peyerovych platech a lymfatickych uzlinach. Perzistence L.intracellularis je usnadnéna
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nepiitomnosti zanétlivé odpoveédi a omezenou imunitni reakci. Tim, ze se bakterie nachazeji
intracelularn€, jsou vyfrazeny z imunitni odpovédi. L.intracellularis pfimo ovliviiuje tento
proces redukci exprese MHC Iltfidy. Krom¢ imunologickych privilégii se tedy zda, ze

L.intracellularis aktivné moduluje a snizuje imunitni odpovédi (Gyles et al.).

1.4.9 Jiné aspekty patogeneze

Byvaji popsany piipady dualni infekce L.intracellularis s dalSimi patogeny (koinfekce
s kokcidiemi u fretek, Trichus suis u prasat a pfipadné¢ Chlamydia trachomatis u kiecku).
Nejpravdépodobnéji k tomu dochézi tak, Zze jeden nebo jiny patogen modifikuje imunitni
odpovéd’ a tak dochazi k predispozici dualni infekce. Deplece slizni¢nich bunék, ke které
dochazi pti zdvaznych 1ézich PE a souvisejici absence fyzikalni slizni¢ni bariéry ze stfevniho
povrchu muze také zménit citlivost k infekci. Tabulka 1 srovnava nékteré zname aspekty
patogenze L.intracellularis a jinych intestindlnich intracelularnich bakterii. Mnoho
bakterialnich druhd pfijima pomérné odlisné strategie k zajisténi perzistence v intracelularni
oblasti (Lawson et al., 2000).

Tabulka 1-Srovnani patogeneze infekce L.intracellularis s ostatnimi infekcemi zpusobenymi

intracelularnimi bakteriemi. (Moulder, 1985; Finlay and Falkow,
1989)
Pozorované znaky Chlamydia | Salmonella | Shigella | Yersinia | Lawsonia
Obligdtni (0) nebo fakultativni (F) bakterie 0 F F F 0
Typ bunék, které napada epitelidini epitelidinia Peyerovy platy mukozni epitel Peyerovy platy krypty mukdzniho epitelu
Pro vstup bunék jsou potfebné Zivotaschopné bakterie NE ANO ANO NE NE
Heparin inhibuje bunéénou infekci ANO neniznamo neniznamo neniznamo NE
Provstup jsou dilezité hostitelské mikrofilamenty Castecné ANO ANO ANO ANO
Misto rozmnozovani cytoplasmatickd vakuola  cytoplasmaticka vakuola cytoplasma cytoplasmatickd vakuola cytoplasma
Pienos z buriky na buriku omezené déleni [yzou a reinfekci prenos z burky na buriku Lyzouareinfekci  délenim krypt epitelu stfeva
Vyvojové formy ANO NE NE NE NE

O= obligatni bakterie, F= fakultativni bakterie

1.5 Diagnostika

Nedavno popsany mikroorganismus Lawsonia intracellularis neni lehké klasifikovat, protoze
obligatn¢ intracelularni bakterie nelze kultivovat na agarech ale pouze na stanovenych
bunéénych kulturach s enterocyty potkanti (McOrist et al., 1995). S piichodem citlivych

a specifickych diagnostickych metod byla provedena nova a moderngjs$i identifikace
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specifickych infekci L.intracellularis a posilena prevalence PE v chovech prasat (Kroll et al.,
2005).

Klinické pfiznaky a charakteristick¢é patoanatomické zmény mohou byt dostatecné pro
predbéznou diagnozu. Na tenkém stievé postizeném L.intracellularis se nalézaji hrubé Iéze.
Dochazi k nepravidelnému ztluStovani jejuna a ilea tenkého stfeva, pficemz ileum byva
postizeno vaznéji. Léze v jejunu byvaji mnoholoziskové ve tvaru zahusténych diskti, zatimco
distalni ¢ast jejuna a ileum obsahuji difizné rozptylené mukdzni ztlusténi jejichz dasledkem
dochézi Kk zvrasnéni sliznice (Kroll et al., 2005). Léze jedné z forem PE, intestindlni
adenomatozy byvaji nejcastéji zjistény uz pii porazkach, ale nejsou spjaty s onemocnénim
proliferativni enteropatie. Zatimco pfitomnost mezenterického edému souvisejiciho se

zesilenim ilea je cennou indikaci tohoto onemocnéni (Yates et al., 1979).

Histopatologické vySetieni je nezbytné k zajisténi spravné diagnozy (Kroll et al., 2005).
Poukazuje na nalez zesilené sliznice, hyperplastickych zlazovych struktur spoleéné
s nezralymi epitelidlnimi bunkami a deformaci stfevnich klki. Ve zldzadch se nachazi
proteinova tekutina, pozustatky poskozenych bunék a nahodné neutrofily. Pocet Panethovych
a poharkovych bunék je vyrazné snizen (Williams et al., 1996). Hematoxylinové a eozinové
barveni Casti tkani postizenych vyraznou formou PE vykazuje proliferaéni zmény
Vv enterocytech stiev. Modifikované barveni dle Ziehl-Neelsona na sliznicich, ve vzorcich
fekalii nebo na fixovanych infikovanych eukaryotickych buiikach L.intracellularis poskytuje
nespeficky, jednoduchy potvrzujici test, kdy se intracelularni bakterie v cytoplasmé

infikovanych bunék zbarvi ¢ervené (Kroll et al., 2005).

Intracelularni bakterie lze nejlépe odhalit v histologickych fezech pomoci techniky
impregnace stiibrem neboli barvenim dle Warthin-Starryho (viz. Obrazek 2) (Bakker et al.,
2000; Gebhart et al., 1993). Hledané slozky tkanovych fezti jsou schopny na sebe béhem
impregnace vazat ionty stiibra, které jsou poté pomoci vhodného redukéniho média
konvertovany na elementarni stfibro. Vznikajici depozita pak barvi zaktivené bakterie
Vv apikalni ¢asti cytoplasmy cerné (Kiernan, 2002). Barveni sliznic na zédkladé modifikované
techniky dle Ziehl-Nielsena je schopné potvrdit diagndzu bez histologie (Lawson et al., 2000).
Po obarveni modifikovanym barvivem dle Ziehl-Neelsena zachovavaji karbolfuchsin a
vykazuji kysely charakter. Bakterie mohou mit obaly a ty se po obarveni jevi jako
svétlohnédé. Izolaty Lawsonia intracellularis rostou v bunéénych kulturach za ptitomnosti

kysliku. Optimalni pfitomnosti kysliku je 8 %. Bakterie jsou schopné infikovat bunétné
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kultury, ale nedokazi rist na libovolném bezbuné¢ném médiu za aerobnich, mikroaerofilnich
nebo anaerobnich podminek pfi rtznych teplotach. Zabarveni laktatového média nebylo
pozorovano v zadném médiu nao¢kovaném L. intracellularis (Gebhart et al., 2010).
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Obrézek 2- lleum- Warthin-Starry barveni ukazujici intracelulirni bakterie v apikalni ¢asti cytoplasmy
enterocytu. ( Dostupné z: https://vetpath.wordpress.com/2008/08/01/proliferative-ileitis-in-a-pig-lawsonia-
intracellularis/) [cit. 2018-11-06] )

Imunohistochemie (IHC) a testy imunofluorescenéni protilatky (IFA) umozni specifickou
detekci L.intracellularis ve tkanovych fezech postizenych riznymi formami PE. Pti pouziti
monoklonalnich protilatek specifickych pro Lawsonia mohou byt bakterie identifikovany ve
vzorcich, které vykazuji vysoké hladiny aktivné uvoliiovanych bakterii L.intracellularis. V
ramci pouziti IHC muze byt pozitivni antigen L.intracellularis detekovan i v pfipadech tézké
nekrozy, kdy je sliznice zcela zni¢ena nebo béhem faze obnovy sliznice, kdy se bakterialni
antigen nachazi pouze v cytoplasmé mononuklearnich bun€k v lamina propria (Kroll et al.,
2005).

Sérologicky nepfimy test fluorescencni protilatky indikuje jako pfevladajici protilatku
Vv pocatecnich fazich infekce IgM a v mensi mite IgA (Kroll et al., 2005). Ptitomnost sérové
IgM protilatky proti L.intracellularis mize byt pouzita k diagnostice soucasného onemocnéni
u rostoucich prasat. Prasata, kterd se uzdravi z infekce maji po zbytek Zivota vyssi hladiny
protilatky IgM v tél¢, tudiZ pFitomnost této protilatky neni indikaci pro spravnou diagnostiku
(Guedes et al., 2002). Modifikovany IFAT k detekci IgG zahrnuje pouziti obarveného
antigenu Lawsonia jako primdrni protilatky a fluorescein isothyokyanat (FITC) znacené anti-
praseci IgG (t€zké a lehké fetézce imunoglobulinu) jako sekundarni protilatky (Kroll et al.,
2005). Vazba specifickych protilatek Lawsonia intracellularis proti antigenu templatu je
detekovana fluorescenc¢né znacenou specifickou protilatkou protilatky IgG (Guedes et al.,
2002). IFAT je piesna a spolehliva metoda vyuzivajici se k detekci po smrti (Kroll et al.,
2005).
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Sérologicky test imunoperoxidazové monovrstve protilatky (IPMA) byl vyvinut, aby poskytl
alternativu k imunofluorescen¢nimu testu pro detekci sérokonverze na L.intracellularis. Tato
analyza je velmi podobna IFAT krom¢ nasledujicich jako sekundarni protilatka je konjugat
znaceny proti IgG peroxidazou (proti FITC), kone¢na detekce pii kterych jsou pozorovany
vzorky se li§i ve zdroji svétla a IPMA vyzaduje jest¢ jeden krok navic a to inkubaci
s peroxidem vodiku Kk odstranéni endogenni peroxidazy (Kroll et al., 2005). Antispecificka
sekundarni protilatka je znaCena peroxidazou, coze vede k zhnédnuti substratu, ktery je poté

hodnocen pod svételnym mikroskopem (Guedes et al., 2002; Lawson et al., 1988).

Nedavno vyvinutou metodou, kterd se k diagnostice vyuziva stale Cast&ji je kompetitivni
blokovaci ELISA s pouzitim dvou riznych monoklonalnich protilatek proti protildtkovym
epitopim Lawsonia intracellularis. Tento test umozniuje semikvantitativni sledovani populaci
prasat. Lawsonia intracellularis-antigen je vazan na desticku ELISA pomoci specifické
monoklonalni protilatky. Vzorky séra ziedéné podle navodu (1:10) se inkubuji s templatem
antigenu. Séroveé protilatky proti Lawsonia intracellularis se vazi na antigen. Po odstranéni
séra se do jamky pfidd sekundarni peroxiddzou znacend monoklonalni protilatka, kterd se
vaze na epitop Lawsonia intracellularis, ktery se 1isi od epitopu predchozi specifické
monoklonalni protilatky. V pfitomnosti prasecich protilatek, které se predtim vazaly na
templat antigenu, zadné nebo jen omezené mnozstvi vazebnych mist jsou k dispozici pro
sekundarni monoklonalni protilatku, coz vede k tomu, Ze je daleko méné& vazéna v porovnani
s negativnim kontrolnim sérem (inhibice). Po ukonceni inkubace se substritem vazba
konjugované monoklonalni protilatky poskytuje zlutou barvu, kterou lze méfit pomoci
fotometru. Sérologické testy maji tu vyhodu, Ze jsou pomérné levné a snadno interpretuji
danou specifitu. Na rozdil od PCR neumi ur€it pravé probihajici infekci, jen naznacuji, Ze

zvife bylo pfedtim vystaveno onemocnéni (Jacobson et al., 2004; Lawson et al., 1988).

Za referenéni metodu diagnostiky proliferativni enteropatie lze povazovat PCR. PCR je
citliva, molekularné biologicka metoda pro detekci DNA schopna detekovat nizké hladiny
mikrobialnich patogenti, zejména téch intracelularnich. DNA je extrahovana z fekalnich
a mukoznich vzorku, stejné jako z riznych tkani véetné ilea, tlustého stieva, mandli, jater
a lymfatickych uzlin (Kroll et al., 2005). Pouziti komer¢nich kit pro piipravu DNA obvykle
zlepSuje kvalitu a reprodukovatelnost extrakce DNA. DNA je pied dal$im zpracovanim
skladovana pti -20 °C (Jacobson et al., 2004). Primery jsou navrzeny tak, aby se zamé&fily na
specifické jedine¢né sekvence DNA zalozené na 16S rDNA. Pouzivaji se dvé sady primert,

externi sada primerQ, kterd amplifikuje fragment DNA o velikosti 319bp a wvnitini sada
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primerti amplifikujici 255-bp fragment. Metoda PCR je uzitenym diagnostickym nastrojem
pro identifikaci prevalence L.intracellularis ale nedokaze detekovat jedince, u nichz se
L.intracellularis nevyskytuje Vv organismu. Sady primerd specifické pro Lawsonii
intracellularis se pouzivaji k amplifikaci genomovych fragmentt, které mohou byt
vizualizovany pomoci Real Time PCR pomoci znafenych detekénich primerd nebo
elektroforézou na agarozovém gelu za vizualizace DNA ethidiumbromidem. Metody Real
Time PCR jsou atraktivnéj$si nez konvencni PCR protoze umoziuji okamzité potvrzeni
pozitivnich vzorku proti bakterii Lawsonia intracellularis a poskytuji moznost kvantifikace
(Kroll et al., 2005). Vyhodou PCR je urCeni, zda prase soucasn¢ trpi aktivni infekci.
Nevyhodou je provozni cena a nizka citlivost pfi subklinickych a chronickych formach

onemocnéni (Jacobson et al., 2004).

Pied vyvojem PCR se pro detekci genomové DNA specifické pro L.intracellularis ve
vykalech pouzivala technika hybridizace DNA. DNA byla extrahovéna ze vzorkl vykala
a navazéna na nylonovou membranu a poté vzorek s dioxigeninem oznafen sondou s
bakteridlni DNA L.intracellularis. Bylo vyvinuto enzymové vazané oligosorbentni stanoveni
(ELOSA), aby specificky identifikovalo 328-bp amplifikovany fragment L.intracellularis
DNA v Kklinickém vzorku (Kroll et al., 2005).

Imunologicka metoda s pouzitim imunomagnetické separace pomoci magnetickych c¢astic
potazenych protilatkou anti-LsaA a nésledné ATP bioluminiscence byla vyvinuta pro
zachyceni celych bunék L.intracellularis ve fekalnich vzorcich. Tato metoda by mohla byt
uzite¢na jako alternativa k PCR pro detekci aktivnich infekci L.intracellularis (Kroll et al.,
2005).

2 PORCINNI PROLIFERATIVNI ENTEROPATIE

Porcinni proliferativni enteropatie je onemocnéni postihujici zvlasté prasata vyvolané touto
obligatné intracelularni bakterii Lawsonia intracellularis (Bane et al., 1998). Néazev
onemocnéni byl odvozen tak, aby co nejptesnéji popisoval zékladni 1éze viditelné u vSech

prasat (Collins, 2000).

Bakterie je obvykle vylu¢ovana fekaliemi nakazenych zvifat a dale se §ifi tak, Ze tyto vykaly
kontaminuji rypék dalsiho jedince, tedy fekalné-oralni cestou. Ruznorodost viditelnych typt
proliferativni enteropatie zavisi na infekéni davce, veéku zvifete a sekundarné piidruzenych

onemocnéni (Collins, 2000).
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Pro PE je charakteristicka proliferace epitelialnich bunék v kryptach stfevni sliznice distalni
¢asti ilea s naslednym ztlusténim tenkého stteva. Koneénym stadiem byva nekroticka ileitida.
Onemocnéni se vyskytuje ve dvou formdach, jak je naznaceno na Obrazku 3. Klinické
onemocnéni se pak projevuje jako akutni forma- proliferativni hemorhagicka enteropatie
(PHE) a v chronické formé jako intestinalni adenomatoza prasat (PIA) (Collins et al., 1999).
U nékterych prasat muze PIA vést k nekrotické enteritidé (NE) nebo regionalni ileitidé (RI)
(Lawson et al., 1993). Toto onemocnéni vzdy vykazovalo neobvyklé patologické znaky
a trvalo pies 40 let podrobnéji poznat a popsat rozdily mezi PHE a PIA. Vyskyt syndromu
hemorhagické enteropatie, u kterého stievni sliznice vykazovala proliferaci nejprve upozornil

na podobnou nemoc, ktera se nékdy objevovala v epidemické podobé (Cooper et al., 1998).

Pocatecni infekce byva obvykle ve v€ku 6 az 20 tydnil pro chronickou ileitis a 3 az 12 mésicii
pro akutni iletis. Inkubac¢ni doba ileitidy je 2 az 3 tydny. Ileitidy, zapfi¢inéné Lawsonia
intracellularis jsou zietelné prokazatelné vzdy po odstavu mladété od matky. Prasata, ktera se
dostanou do kontaktu s touto bakterii v pozdé&jsim véku mohou vykazovat rozsifené klinické
ptiznaky (Collins, 2000).

PPE (Porcinni proliferativni enteropatie)

e

Chronicka forma Chronicka forma
PIA (Porcinni
— intestinalni Ubytek na
adenomatdza) |  hmotnosti

MNE (Nekraticka

enteritida) '
Ubytek
RI (Regionalni —| (Clesnych
] ileitida) proporct
Obrazek 3- Formy Porcinni proliferativni enteropatie. ( Dostupné z

http://www.thepigsite.com/publications/2/ileitis/129/41-what-forms-of-ileitis-are-known/ [cit. 2018-11-06] )

Akutni hemorhagicka forma se obvykle vyskytuje u neinfikovanych prasat, star§ich dvanacti
tydnd, kterd se nakazi peroralni cestou. Chronické a subklinické formy se obecné vyvijeji
u mladSich prasat, ktera se nakazi fekalni cestou po pozieni malého ¢i sttedniho mnozstvi

bakterii (Collins, 2000).

V porovnani s jinymi peroralné-fekalnimi enteralnimi organismy ma L.intracellularis nizkou

infek¢ni davku a ve stolici pretrvava Casto az po dobu 2 tydnti. ZvySeni infekéni davky mé za
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a akutni hemorhagické formy (Collins, 2000).

Piedpokladem zvladnuti zdravotni situace Vv postizeném chovu je uplatiovani celého
komplexu organiza¢nich, technologickych, krmivatskych, zoohygienickych a veterinarnich
postupll, opatieni a jejich funkéni propojeni. Sladit vSak plisobeni vSech vnéjSich vlivi

s optimalnimi potiebami prasat je neuvéfitelné t€zkou praci (Pozo et al., 2002).

2.1 Epizootologie
Gram negativni bakterie Lawsonia intracellularis vstupuje do organismu peroralni cestou, az
do tlustého stfeva, kde se mnozi a uvoliiuje své toxiny. Pfenasi se kontaminovanymi vykaly,

krmivem nebo vodou a nespravné organizovanou piepravou (Guedes, 2004).

Hlavnim zdrojem nakazy jsou klinicky nemocna prasata, ktera rozsituji L.intracellularis na
ostatni vnimava prasata cestou fekalné-oralni. Prasnice a kanci pravdépodobné hraji Glohu
asymptomatickych nosicli a pfenasi infekce na vnimava selata. Na nakaze se také mize
podilet 1 oSetiujici persondl nedodrzujici hygienu a hlodavci, hmyz nebo ptaci, kteti mohou
vylucovat piivodce onemocnéni i celych rok (Guedes, 2004). Primérny evropsky séroprofil

vykazuje nejvyssi procento onemocnéni u prasnic (Prieto et al., 2002).

U chronicky postizenych chovii neni onemocnéni tak zdvazné, protoze selata od chronicky
postizenych prasnic byvaji chranéna protilatkami z mléka (Jacobson, 2003). Pfedpoklada se,
ze matefské protilatky pfitomné pii odstavu zmizi ve vétSin€ piipadi do 6. tydne Zivota

(Prieto et al., 2002).

S ohledem na dobu mezi infekci a prikazem protilatek v séru byvaji obligatné intracelularni
bakterii prasata infikovdna tésn€ po odstavu, se zafazenim do vykrmu. Ve 13. tydnu Zivota je
kazdé 4. prase v Evropé jiz infikovano L.intracellularis. Poté dochazi k téméf linearnimu
navySovani az do doby porazky. Morbidita u infikovanych nelécenych chovi je vysoka az

90 % s nartistem mortality do 50 % (Prieto et al., 2002).

Lze ptredpokladat, Ze pozorovany vzorec infekce je zpilisoben pomérné pomalym ale

opétovnym vystavenim zdravych jedincl rostoucimu poctu infikovanych zvifat. Ve

Cwwr

séroprevalence vyrazné niz$i nez u intenzivné fizenych halovych chovti (Prieto et al., 2002).

Zatimco v USA vyskyt ileitidy prasat vykazuje trvale klesajici tendenci, v evropskych statech

zaina byt pomérné znacnou problematikou. Nejvice postizenych farem timto onemocnénim
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se nachéazi v Dansku, Svycarsku, Ceské republice, Recku a Italii. Vzhledem k tomu, Ze
v Evropské Unii byl vydan zakaz pouzivani antibiotickych stimulatort ristu (tj. olaquindoxu,
dimetridazolu, ronidazolu) da se v kratké dob¢ ocekavat dal$i narist onemocnéni (Prieto et
al., 2002). U vétsiny prasat, kterd nevykazuji typicky pfiznak prijmu je subklinicka ileitis
pravdépodobné nejcastéjsi formou ileitidy v praxi. Tedy k vylucovani zarodkd mize dochazet
nezévisle na piitomnosti & nepfitomnosti klinickych piiznaki (Jacobson, 2003). Siroké

roz$ifeni infekce naznacuje, Ze onemocnéni je endemickeé (Prieto et al., 2002).

2.2 Prevalence

Odhadovana prevalence onemocnéni a infekce L. intracellularis zavisi na pouzité
diagnostické metodé¢. Kontroly porazky, zalozené pouze na detekci hrubych 1ézi ukazuji, ze 5
az 20 % prasat je postizeno onemocnénim PE. Kontroly pordzky vsSak vyznamné
podhodnocuji subklinickou formu onemocnéni protoze 1éze PE se vyskytuji béhem dvou az
Ctyf tydni od piitomnosti klinickych ptfiznakti (Collins, 2013). Hospodafi a veterinafi,
zamétujici se na strategii kontroly ndkazy vétSinou odhaduji, ze klinické onemocnéni
prevazuje v rozmezi 30 az 56 % stada (Class et al., 2004). Sérologické preventivni priazkumy
prasat pted koncem vykrmu naznacuji, ze vice nez 80 % prasat je infikovano L. intracellularis
(Collins, 2013). V Evropé byvaji jako séropozitivni nejéastéji detekovany prasnice a kanci (79
az 85 %). Nejnizsi vyskyt byva zjistén u selat na pocatku a na konci odstavu (10 az 15 %)
(Class et al., 2004). Naproti tomu detekce DNA L. intracellularis ve vykalech pomoci PCR
naznaCuje, ze 4,5 az 45 % stad je infikovano L.intracellularis a prevalence infikovanych
zvitat se pohybuje mezi 3,3 a 12 % (Collins, 2013). S poc¢atkem vykrmu dochazi k jasnému

zvySeni prevalence z 10 na 25 % v primérném evropském sérotypu (Class et al., 2004).

2.3 Patogeneze
Proces patogeneze byl detailné popsan vyse. Hlavnim patogennim mechanismem je infekce
a hyperplazie enterocytti. Obecné neni zaznamendna zaddnd vyznamnd zanétliva odpoveéd

a infekce zustava lokalizovana v enterocytech (Jacobson, 2003).

2.4 Klinické priznaky

piijatého krmiva. Prijem se objevuje, kdyz postizena prasata maji patologické zmény ve
sttevech, zejména v tlustém stiev€é, coz naruSuje schopnost regulovat hladinu vody ve
vykalech. Prijmy zplsobené ileitidou jsou obecné mirné, s rozvolnénym pastovitym, Spatné

tvarovanym vykalem normalni barvy. V zavaznéjsich ptipadech se fekalie stavaji vodnatéjsi.
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Vysledkem je vodnatd neupravena struktura. Vykaly mohou obsahovat nestravené slozky
krmiva jako je pSenice, je¢men, kukufice, které ale nemaji zadny skute¢ny vliv na vyvoj
nemoci. Dilezitou skutecnosti zastava vyskyt krve nebo lepkavého hnédého hlenu
poukazujici na formu onemocnéni. Prijem zpusobeny Lawsonii intracellularis je pomérné
dobte odlisitelny od prijmu zpusoben¢ho bakteriemi E.coli, jez byva mnohem vodnatéjsi a
zluty a vyskytuje se u prasat obvykle 1 az 2 tydny po odstavu. Prijjem zplisobeny bakterii
Brachyspira hyodysenteriae se objevuje ve stejném véku prasat jako ileitidy ale typicky

obsahuje ¢erstvou krev s pifimé&si hlenu (La et al., 2004).

2.4.1 Chronicka forma (PI1A)

Chronické a nejcastéjsi forma PE se nazyva porcinni intestinalni adenomatédza. Tato forma se
bézné¢ vyskytuje u selat a selat po odstavu, neboli béhouni ve véku 6 az 20 tydnt, od
pozdniho odstavu az po stadia ve vykrmu (Beister et al., 1931).

Klinicka pozorovani chronické ileitidy obecné zahrnuji pfiznaky ftidkych prijmi
S nestravenymi slozkami krmné smeési, nechutenstvi, snizené piirtistky hmotnosti, ztratu
kondice, anorexie, apatie, celkovou skleslost a poruchy rastu (Beister at el., 1931). Morbidita

postihuje 5-20 % chovnych prasat. Mortalita neptesahuje 10 % (Jacobson, 2003).

Léze chronické ileitidy se vyskytuji nejcastéji v 50 cm terminalniho ilea tenkého stfeva
a horni tfetin¢ proximalniho tlustého stieva, zahrnujici ¢ast slepého stfeva. Rozsah proliferace
se zna¢né lisi, ale u pokrocilych 1ézi je sténa viditelné zesilena a zvétsi se celkovy primér
stieva. Zasazena sliznice je spfazena do podélnych nebo ptficnych hlubokych zahybi. Toto
charakteristické, viditelné zesileni souvisejici s proliferaci ustanovilo nazev intestinalni
adenomato6za. Povrch sliznice je vlhky, nikoli mukoézni. Na povrchu se objevuji volné
pfilnavé skvrny zanétlivych exsudati smichané s fibrinem. Peyerovy platy mohou byt
¢lenény. Patologické 1éze PIA se skladaji z intestinalniho slizni¢niho zesileni a epitelialni
proliferace, ale relativné bez zanétu nebo jen mirné zanicenych na povrchu sliznice (Class et
al., 2004).

U malych 1ézi by se méla vySetfovat oblast terminalniho ilea, 10 cm od proximalniho ilea
k ileocaecalni oblasti protoze toto je nejpravdépodobnéjsi misto mirné infekce. U nékterych
proliferativni 1éze vyskytuji sekundarni infekce jako Fusobacterium necrophorum,

Actinomyces spp. nebo Bacteroides spp. vytvarejici zanét (Beister et al., 1931).
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Histologicky nalez ukazuje ztlustélou sliznici s epiteliarnimi bunkami a Lieberkiihnovy
Krypty, Vv nichz probihd hojné mitotické déleni. Mezi enterocyty zcela chybi pohérkove
buniky. Typickym nalezem kazdého histologického preparatu jsou intracelularni bakterie

v apikalni ¢asti cytoplasmy postizenych epitelialnich bun¢k (Lawson et al., 2000).

Casto v ramci nelé¢eného onemocnéni dochézi ke zhorSeni zdravotniho stavu a ke vzniku
nekrozni enteritidy. Nekrdzni enteritida je povazovana za vysledek PIA v kone¢ném stadiu
nemoci. Na povrchu mukoézni vystelky termindlniho ilea se vyskytuje koagulani nekroza
S vyraznymi zanétlivymi exsudaty. Tyto exsudaty maji vzhled Zlutozelené syrové hmoty,
ktera tésné pftilne ke sliznici. Zbytky proliferativniho epitelu v hlubokych vrstvach potvrdi
diagnozu NE zpusobené ileitidou (Jacobson, 2003).

U nékterych prasat s ileitidou se stievni sténa stdva pevnou a fibrotickou, avSak v téchto
ptipadech casto dochazi k atrofii sliznice. Tato forma se nazyva regionalni ileitis (Jacobson,
2003).

Chronicka forma je obzvlasté bézna v chovech s tradi¢né stavénymi prostory, takzvané ,,od
porodny k jatkam*, které se nachazeji na jednom prostoru. Tim je zaji§tén pienos onemocnéni

Z prasete na dalsi prase (Karuppannan et al., 2018).

U nekomplikovanych piipadi dochazi za 4 az 6 tydnl k uzdraveni. Na stfevech ovSem
zustavaji patologické zmény, tim je zhorSena konverze krmiva a narist nizSich pfirastka

(Jacobson, 2003).

2.4.2 Akutni forma (PHE)

vvvvvvvvvv

Proliferativni hemorhagickou enteropatii nejcastéji onemocni starSi prasata ve véku 4 az 12
meésici. Vzplanuti PHE formy se nejastéji vyskytuje u prasat o hmotnosti 60-90kg a
prasnicek 4 az 6 tydnl po nakupu, v obdobi pfipousténi a rané gravidity. Prib¢h byva velmi
akutni s vysokou Cetnosti nékolika piipadi probihajicich zaroven. K propuknuti této formy
obvykle dochazi po peroralnim kontaktu nenakaZenych, zdravych prasata star§ich 12 tydni

s vyznamnym mnozstvim Lawsonie intracellularis od infikovanych prasat (Jacobson, 2003).

Charakteristickym projevem u prasat postizenych akutni ileitidou jsou rozséhlé sttevni krevni
vylevy. Fekalie jsou rozvolnéné a ztraci pavodni tvar vykalu. Cast prasat umira do 48 hodin
ajedinymi ptiznaky jsou bledd kiize a sliznice vlivem ztraty krve s vykaly zpusobujici

vyrazné anémie. Druha ¢ast ma krvavé vykaly ale mortalita je nizka. U ¢asti prasat s akutnim
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pribéhem je mortalita az 50 %. V ptipad¢ subakutniho prib&éhu maji prasata tmave dehtovité
zbarveni vykalii, které se postupné vytraci ale jejich konzistence se méni na vodnatou. U

biezich prasnic dochazi k potratim, zpravidla 6. den po manifestaci klinickych ptiznaka

(Yates et al., 1979).

PHE typicky postihuje terminélni ileum a proximalni ¢ast tlustého stfeva. Stfevo je zdufelé, s
mukoznim ztlusténim a ser6znim edémem. To je velmi podobné jako u tézké chronické
ileitidy. Pti akutni formé je dodatecnou zménou to, ze lumen ilea a tlustého stieva obsahuje
jednu nebo vice krevnich srazenin. Ty se ¢asto misi s ostatnimi krevnimi elementy, fibrinem
nebo nestravenymi ¢astecky potravy. Rektum mize obsahovat ¢ernou, dehtovou stolici, také

se smiSenou krvi a natrzeninou (Lawson et al., 2000).

Histopatologické léze jsou charakterizovany adenomatdzni proliferaci epitelu v kryptach
tenkého stfeva a v mukoznich Zlazach tlustého stfeva s pfitomnosti zakiivenych
intracelularnich bakterii. Krypty jsou prodlouzeny, zvétSeny a obloZeny pteplnénymi

nezralymi epitelialnimi bunikami. Poharkové buiiky nejsou pfitomny (Lawson et al., 2000).

Oddéleni veékovych skupin u modernich chovl je faktorem, ktery muze byt dalezity pro
vyskyt PHE. To mé pfiznivy pifinos pro vyrazné snizeni mnoho onemocnéni ale jakmile je
prase postizeno, jeho hemorhagické vykaly obsahuji velmi velké mnozstvi L.intracellularis,

které zpusobuji rychlé Sifeni bakterii a infekce (Jacobson, 2003).

2.4.3 Diferenciélni diagnéza

Existuji néktera béZnd onemocnéni prasat zpusobena jinymi pavodci nez Lawsonia
intracellularis, ktera vykazuji podobné klinické ptiznaky a tak vznika potieba spolehlivého
odliSeni téchto onemocnéni. Nahlad smrt spolu s prichodem krvavé stolice mize byt
zpusobena zZalude¢nimi viedy nebo intestinalni torzi. Nejbeznéji vyskytujici se enteritidy jsou

Salmonel6za prasat a infekce E.coli u odstavenych selat (Collins et al., 2000).

Castym onemocnénim ve vékové skupiné od 6 do 20 tydnil je Dyzenterie prasat. Infekce
zpusobena bakterii Brachyspira hyodysenteriae je omezena na tlusté stfevo a neovliviiuje
ileum, coz je dilezity rozliSovaci znak mezi dyzentérii prasat a proliferacni ileitidou.
Onemocnéni se obvykle §ifi od jinych prasnic ve vykrmu a na rozdil od infekci zptisobenych
bakterii rodu Lawsonia je obvykle 30 az 50 % prasat postizenych vodnatymi prdjmy.
Histologické 1éze maji uréité podobnosti s infekcemi Lawsonia intracellularis ale
Brachyspira jsou pouze pfilezitostné pozorovany v poharkovych burkach tenkého stieva

(Fellstroem et al., 2002).
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Dal8imi onemocnénimi zpusobujicimi enteritidy jsou napt. Klasicky prase¢i mor u kterého
jsou léze v ileu a tlustém stievé nerozliSitelné od téch zptsobenych proliferativni enteropatii
nebo Porcinni Coronavirus prasat, ktery mize za urcitych okolnosti ovlivnit tlusté stfevo
a zpusobit kataralni az fibrin6zni kolitidu. V roce 1990 byl identifikovan Porcinni Circovirus
2 zpusobujici granulomatdzni zanéty Peyerovych plati. Od onemocnéni zpusobené Lawsonia
intracellularis 1ze ovSem odliSit histologickym vySetfenim s nalezem charakteristickych

infiltraci epiteloidnich makrofagi s obiimi mnohojadernymi bunikami (Pearson, 2012).

2.5 Lécba

Bylo stanoveno nékolik rizikovych faktort, kterymi predisponuji prasata nachylna k infekci
L.intracellularis. Riizna kontrolni a preventivni opatieni, jako je pouziti antimikrobialnich
latek, které jsou u¢inné proti Lawsonia intracellularis, byly zavedeny v systémech produkce
prasat po celém svété a UGspéSné snizovaly nebo predchazely infekcim L.intracellularis.
Rostouci globalni tlak ke sniZeni nebo Uplnému odstranéni rutinniho uzivani antibiotik jako
rastovych stimulatorti a profylakticky u¢innych latek u zvifat ur¢enych k produkci potravin
a potencionalni predpisy tykajici se subterapeutickych antibiotik pfimél hospodaie, vyrobce
a veterindfe k pfehodnoceni u¢inného potlaceni ileitidy. Zmény stravy, pouzivani vakcin
a dezinfekénich prostiedkil se na zakladé soucasného porozuméni Zivotniho cyklu bakterie ve
sttevech a z pohledu ekologie zdaji byt uspéSnou alternativou ke snizeni a eliminaci
L.intracellularis u prasat bez kontinualniho pouzivani antimikrobialnich latek (Karuppannan
et al.,, 2018; Kroll et al., 2005). Profylaxe proti infekci L.intracellularis se dosahne bud’
podavanim subterapeutickych hladin rastovych stimulatord v krmivech nebo vakcinaci

(Karuppannan et al., 2018).
Lécba PE muze byt zvazovana dvéma zpisoby (Pearson, 2012).

V chovech prasat ve kterych je pfechovavan obtizné odstranitelny zdroj infekce muize byt
obtizné odstranitelnd mortalita ovliviiyjici klinické uéinky onemocnéni (Pearson, 2012). Tim
je vyzadovana okamzitd izolace nemocnych jedincli a nepfetrzitd terapie pomoci
antibiotickych ptipravki, naptiklad Tiamulinem v davce 200ppm. (Collins, 2013; Pearson,
2012).

U dospélych jedinct postizenych akutni formou (PHE) je cilem minimalizovat mortalitu
a snizit pravdépodobnost navraceni onemocnéni. U takovych prasat, kterd se vekove blizi

K jatecnému procesu je nepretrzité pouzivani antibakterialnich latek nepfijatelné (Pearson,
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2012). V takovych ptipadech se podava chlortetracyklin v davce 300-400 ppm po dobu dvou
tydnt (Lawson et al., 2000).

Razné komercné dostupné dezinfekcni prostiedky na bazi kvarternich amonnych slou¢enin
(Roccal-D Plus, DC&R, Synergize), aldehydi (DC&R, Synergize), oxida¢nich c¢inidel
(VirkonS), fenolt (Tek-Trol), jodu (Cetridine), chloru, peroxymonosulfatu, fosfatovych
a sulfatovych slouCenin G¢inné€ inaktivuji L.intracellularis. Pro umoznéni bakterialni
inaktivace je minimalni doba kontaktu 10-30 min pfi tvrdosti vody pfiblizné 400ppm
uhli¢itanu vapenatého. Zvyseni tvrdosti vody mirné snizuje Uc¢innost inaktivace nékolika

dezinfekénich prostiedku (Kroll et al., 2005).

Zvelké casti se onemocnéni 1é¢i antibiotiky. Vhodné prepardty musi snadno pronikat
membranami bun¢k a hromadit se v cytoplazmé, aby mohly ptisobit na ribozomy bakterii tak,
Ze vyblokuji jejich proteinovou syntézu uvnité bunék (Jacobson, 2003). Mezi pouzivana a
u¢inna antibiotika patéi penicil, erytromycin, enrofloxacin a chlortetracyklin. V mnoha
pfipadech se v rdmci 1écby vyuziva i ristovych promotorti jako je bacitracin, virginamycin
nebo salinomycin ovSem nikdy nebylo prokézano, ze maji skutecny ucinek na samotné
onemocnéni (Lawson et al., 2000; McClintock et al., 2004). Dilezité vsak je pamatovat na to,
ze je nutné volit spravnou latku v doporucené davce s ohledem na pribéh onemocnéni

(McClintock et al., 2004).

Nejrozsitengjsi formou podéni pro akutni i béZné chronické onemocnéni stile zlstava
peroralni podani antibakteridlni latky do krmiva v podob& tzv. premixi, tedy smési
dopliikovych latek s nebo bez nosici. Jako ucinny piipravek se projevilo spojeni premixt
Tiamulin, Tylosin a Lincomycin pro kontrolu a prevenci ileitidy na mnoha farméch po celé
Evropé (Paradis et al., 2004). Je mozné, ze se tyto léky koncentruji v enterocytech
infikovanych bakterii Lawsonia intracellularis. Po odstranéni téchto antibiotik vSak ziistavaji
prasata imunologicky prosta a jsou nachylna k pozdéjsimu vyskytu infekce L.intracellularis
(Jacobson, 2003).

Veiejné znepokojeni nad vyvojem antibiotické rezistence vi¢i bakteriim vedlo
k celosvétovému tlaku na nalezeni alternativni strategie pro regulaci PE a snizeni
profylaktického uzivani antibiotik. Proto bylo navrzeno aby imunita mohla byt vyvolana
pfivedenim mladych zvifat do styku se zdrojem infekce po dobu tii tydni pied pfidanim
antibiotik k ukonéeni infekce (Collins, 2013). Ziva, oslabena, inaktivovana vakcina, podavana

peroralné prostfednictvim pitné vody nebo spole¢n€ s krmivem ma schopnost indukovat jak

32



specifické humoralni (IgA, IgG), tak bunécné zprostiedkované (IFN-y) imunitni odpovédi
Vv séru a stfevni sliznici (Collins, 2013; Haugegaard et al., 2000). Na zaklad¢ korelace hladin
imunoglobulinii u peroralné¢ nebo intramuskularné vakcinovanych prasat s l[ézemi v ileu se
jako hlavni zplisob ptlisobeni zivych oslabenych vakcin doporucuje neutralizace. Oralni,
intramuskularni nebo intraperitonedlni zpusob vakcinace vyvolava obdobné odpovéedi
v imunoglobulinech IgG. Avsak perordlni nebo intraperitonedlni podani indukuje vyrazné
vys$si odpovéd’ IgA (Karuppannan et al., 2018). Navzdory n¢kolika nedostatkiim se ukazalo,
ze 7ivé, oslabené a inaktivované vakciny snizuji vyskyt prajmi, histologické 1éze PE
a ¢aste¢né zabranuji vylu¢ovani lawsonii vykaly a vyrazné snizuji jejich pocéet (Haugegaard et
al., 2000; Karuppannan et al., 2018). AvSak vakciny L.intracellularis neposkytuji stalou

imunitu a dochazi k vyzadovani dalsich zasaha k regulaci ileitidy (Karuppannan et al., 2018).

Vyzivové dopliiky, jako jsou fytogenni ptisady nebo esencidlni oleje se nyni ¢im dal Castéji
pouzivaji pii 1é¢bé mnoha chorob zvifat. Mnoho alternativnich kontrolnich latek, jako jsou
prebiotika, probatika, okysli¢ovadla a mannany (oligosacharidy) se nyni pouZzivaji pro 1é¢bu

nekrotické enteritidy (Karuppannan et al., 2018).

Vseobecné pozadavky na GspéSny vysledek vakcinace spocivaji v nésledujicich
imunologickych znalostech (Haugegaard et al., 2000). Nejprve je nutné zahgjit aktivaci
antigen-prezentujicich bun¢k k tomu, aby mohlo dojit ke zpracovani antigenu a tvorbé
interleukint. Konkrétn¢ dochézi k aktivace jak T lymfocytt, tak B lymfocyti za tcelem
dosazeni vysoké produkce pamétovych bunék. Produkce T-helpers a T-cytotoxickych
lymfocytd je klicova k pifekonani zmény v imunitni odpovédi a pii tvorbé B lymfocyti, ke
které dochazi v lymfoidni tkani nasledné dochazi k obrovské produkci protilatek (Haugegaard
et al., 2000)

Komplikace zplsobuje neadekvatni podani mnoZzstvi ucinné latky, sekundarné piidruzené
onemocnéni K proliferativni enteropatii nebo pozdni podani antibiotik, kdy uz antibiotikum
neni efektivné vyuzito a to pak vede k domnénce, ze Lawsonia intracellularis je rezistentni

viici 16bé antibiotiky (Connor, 1991).

2.6 Prevence a monitoring
V ptipad¢ feSeni proliferativni ileitidy, ale u jinych onemocnéni obecné plati tyto tii postupné

kroky (Zizlavsky et al., 1999)
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2.6.1 Prevence zavleceni infekce do chovu

Plemenna a uzitkova zvifata by se méla nakupovat zchovi prostych proliferativni
enteropatie. Prasnice a kance ustdjit do karantény po dobu 30 dni nebo nové pofizena zvifata
automaticky prelé¢it u¢innymi antibiotiky (Zizlavsky et al., 1999). To je v sou¢asné dobé
témét nefesitelny problém, protoze ucinné vakciny, které by byly plné protektivni proti
vzniku klinického onemocnéni a soucasné by feSily stav asymptomatického nosi¢stvi nejsou

dostupne (Connor, 1991).

2.6.2 Redukce S$iieni infekce v chovu

Pokud dojde k zavleCeni ndkazy do chovu, je nejprve nutné zabranit pienosu infekce na
ostatni kategorie prasat na farm¢ vytvorenim organizaénich opatieni (dezinfekce, deratizace,
dezinsekce a hygiena persondlu) a tlumit klinické onemocnéni antibiotickou medikaci. Po
zvladnuti téchto opatieni zéalezi na rozhodnuti vedeni chovu, zda bude nadale pouze tlumit
klinickou manifestaci ileitidy nebo piistoupi k eradikaénimu programu (Zizlavsky et al.,

1999).

2.6.3 Eradikace infekce z chovu

Eradika¢ni program je soubor organizacnich opatfeni, antibiotické medikace a sanace
vnéjsiho prostiedi. Principem eradika¢niho programu je zabranit pfenosu onemocnéni
Z prasnic na selata a na ostatni kategorie prasat na farmé a zamezit reinfekci z vnéjSiho
prostiedi. Kazdy eradika¢ni program musi dle technologickych moznosti chovu zvladnout

a fesit tzv. kritické momenty (Zizlavsky et al., 1999).

Mezi kritické problémy, které feSi eradikace patfi napi. prezivani puvodce Lawsonia
intracellularis ve vngjsim prostfedi. Mélo by se zabranit priniku jinych zvifat, ktera mohou
byt rezervoarem ndkazy na farmu. Provadi se vSeobecna opatfenimi jako je dezinfekce
prostfedi, pouzivaného nacini a minimalizace pohybu na farmé, deratizace a desinsekce

(Connor, 1991; Zizlavsky et al., 1999).

Pii subklinicky probihajicich formach onemocnéni dochéazi v chovu k asymptomatickému
nosicstvi (Connor, 1991; Yates et al., 1979). Hospodaii po celém svété piejimaji komplexni
program preventivnich opatfeni jako je pteléceni nakoupenych prasnic a kanct v karantén¢.
Nakoupena selata se prelééi pred presunem v dodavatelském chovu (Zizlavsky et al., 1999) .
Nemélo by dochazet k segregaci nemocnych jedinct dle vékové skupiny jak je tomu u jinych

zvitat pravé kvuli nachylnosti k vypuknuti subklinické PHE (Connor, 1991; Yates et al.,
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1979). Kazdy ptipad onemocnéni PE se musi hlasit a nemocna zvifata odd¢lit od zdravych

jedincti (Zizlavsky et al., 1999).

Poskytnutim odpovidajiciho prostfedi v¢etné ukrytu a pohodIného mista k odpocinku by mély
byt minimalozivany environmentalni stresy a neruseny pfistup k Cerstvé vodé a krmivu vede
ke vSeobecné spokojenosti prasat a prispiva ke snizeni vyvoje onemocnéni. Vhodné také je
vyvarovat zvifata stresi pii doprave, veetné téidéni nebo michani skupin prasat (Connor,

1991).

Cistota a dezinfikovani jednotlivych ohradek mezi turnusy prasat piispiva ke snizovani miry
expozice a tim snizuje moznost vyvoje endemického onemocnéni. L.intracellularis muze
prezit v konvenénich ohradkach po dobu nejméné dvou tydnd pii teplotaich 9°C a 18°C
(Collins, 2013). Ohradky by se mély udrzovat co nejsussi. Lawsonia intracellularis je citliva
na kvartérni amoniové slouceniny, nikoliv vS§ak na fenolické dezinfekéni prostfedky. Umyti
ohradky s pouzitim detergentu se jevi jako nejlepsi metoda (Collins, 2013; Zizlavsky et al.,
1999). Chov na betonovych roStech, desinfekénim oxida¢nim c¢inidlem Virkonem S a fadné
osusenych vyznamné snizuji pfezivani a prenos L.intracellularis z prostfedi na nenakazena

zvitata (Collins, 2013).

Nacasovani podani uc¢inného antibiotika nebo vakciny by mélo byt synchronizovano a pokud
se vyskytnou néjaké problémy, mélo by se s podanim zacit tyden piedtim, nez se obvykle
objevi piiznaky. Souasné stim prichazi potieba zajistit sprdvné davkovani antibiotik
u jednotlivych kategorii prasat dle skute¢né denni spotfeby krmné smési nebo vody (Collins,
2013).

Avirulentni ziva vakcina je dostupna a zda se, ze ma velmi dobrou uc¢innosti pii fadném
podavani vodou nebo peroralné. Vakcinace rostoucich a chovnych prasat byvaji pfi snizovani

nebo eliminaci klinickych ptiznakd velmi Gspésné (Hardge et al., 2004).

Sledovéni chovu s endemickym statusem PE zahrnuje pravidelné vyhodnocovani podezielych
prasat a mesicni sérologicky stav. VEasné rozpoznani klinickych ptipadi a jejich oddéleni od
ostatnich nachylnych prasat nejlépe az do tuplného uzdraveni nebo minimalné¢ po dobu
vylu¢ovani patogenu fekaliemi je logickym opatienim biologické bezpecnosti, které zabrani

Sifeni a kontaminaci zivotniho prostredi (Collins, 2013).

Monitorovani expozice L.intracellularis by mélo zacit nejméné 4 tydny pied detekci prvnich

priznakti. Nedostatek epidemiologickych dat tykajicich se potencionélnich ptirodnich zdroji
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brani k zavedeni jakychkoli zmén hospodafeni na endemickych farmach. V souéasnosti
neexistuje Siroce dostupny zplsob jak monitorovat velké mnozstvi zdéanlivé zdravych,
podezielych jedincii. Sérologické testy mohou byt uzitecné pii identifikaci infikovanych stad.
PCR mize identifikovat Lawsonia intracellularis ve fekalnich vzorcich z klinicky

postizenych prasat ale postrada citlivost k identifikaci postizenych jedincu (Collins, 2013).

2.7 Ekonomickeé dopady lleitidy

Klinicky dopad infekce L. intracellularis zavisi na davce bakterii pfijatych prasaty, na expresi
gentl bakterialni virulence, stimulaci hostitelského imunitniho systému a faktorti Zivotniho
prostiedi. Potrava prasat, genetika, imunitni odpovéd’ a stievni mikrofléra mohou mit vliv na

zavaznost onemocnéni (Collins, 2013).

Klinické ptiznaky ileitidy, v€etné prijml jsou ziejmé po dobu jednoho az tfi tydnl, coz
snizuje ucinnost konverze krmiva (FCE) az o 50 %. Vé&tSina prasat se zotavi z klinického
onemocnéni béhem ¢ty az Sesti tydnt ale chronicka forma mutze ovlivnit rist prasat az po
dobu deseti tydnt. Snizeni pramérného denniho ptirastku (ADG) se pohybuje v rozmezi 17 az
84 %. Tyto skute€nosti mohou vést ke zvySeni poctu dni nutnych k poraZce nebo k navyseni

zpétného tuku a nakonec hospodatskym ztratam (Collins, 2013).

Mnoho prasat je postizeno subklinicky, jak dokladd extrémné vysokd prevalence
séropozitivnich prasat vzhledem k malému podilu prasat s lézemi typickymi pro PE. U
takovych prasat byva prijem ziidka pozorovan, av§ak dochazi ke sniZzeni primérného denniho
ptirtstku o 9 az 42 % a snizeni FCE o 6 az 37 %. U subklinické formy se béhem tii tydni
vyznamné snizi pfijem krmiva, ale v tom stejném obdobi nedochazi ke snizeni primérnych
dennich ptirastkd, 1 kdyZz se vyrazné zvysi variace vahy prasat. Béhem tfi tydnii po dosaZeni
vrcholu infekce prasata zvysi hmotnost rychleji nez v ¢asném infekénim obdobi pficemz
svalové prirastky jsou vyznamné snizeny. To je zpisobeno zvySenim P2-zpétného tuku

(Collins, 2013).

3 PROLIFERATIVNI ENTEROPATIE KONI

Proliferativni enteropatie koni (EPE) je pfenosné enterické onemocnéni hiibat zplsobujici
proliferaci infikovanych enterocytll, coz ma za nasledek ztluSténi stfevniho epitelu, nejcastéji
tenkého stfeva. Akutni klinickd forma, spojena s anémii postihuje nejcastéji hiibata po

odstavu a zpusobuje horecku, letargii, periferni ventralni edém, krvavym prijem, koliky
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a ztrdty hmotnosti. Inkubac¢ni doba onemocnéni u koni se piedpoklada dva az tii tydny
(Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2013).

Diagnéza EPE byva stejné¢ naro¢nd jako v pifipadé¢ prasat a spoléhd se na pfitomnost
hypoproteinémie, kterd byva pouzita jako rychld screeningova metoda, ztlusténi segmentt
stény tenkého stfeva pozorované na abdomindlni ultrasonografii, pozitivni sérologii

a molekularni detekci L. intracellularis ve vykalech (Dauvillier et al., 2006; Lavoie et al.,
2000; Pusterla et al., 2013). Jsou dany fenotypove a genomové rysy a profily genove exprese

pii infekei L. intracellularis (Dauvillier et al., 2006; Pusterla et al., 2013).

3.1 Etiologie

Lawsonia intracellularis je také etiologickym pivodcem stievniho onemocnéni u koni
nazyvaného equinni proliferativni enteropatie. Stejné jako u prasat napadé stfevni enterocyty,
coz vede k zesileni tenkého a n€kdy 1 tlustého stteva. Vrchol infekce nastdva pét az sedm dni

po vystaveni hiibéte infek¢éni davky Lawsonia intracellularis (Lavoie et al., 2000).

Proliferaéni enteropatie koni byla poprvé hlasena vroce 1982 na severoamerickém
kontinenté. Od roku 1996 bylo popsano n¢kolik ptipadi o sporadickém vyskytu a ohniscich
na chovnych farméch. V nasledujicich letech bylo ¢im dal ¢astéji zaznamenano hlaseni EPE
vyskytujici se predev§im u htibat po porodu a obCas u dospélych koni. Toto onemocnéni
témer dosahlo celosvétového vyskytu a bylo hlaSeno v USA, Kanad¢, Evropé, Jizni Africe,
Australii, Brazilii a Japonsku (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2013).

3.2 Epizootologie

L. intracellularis zptsobuje proliferativni enteropatii v Sirokém rozmezi a rozmanitosti
zivocisnych druhil a to zdaraziuje potiebu nutnosti univerzalnich diagnostickych testti, aby
porozumély vyznamu onemocnéni u jednotlivych druhi a mohly feSit problematiku dynamiky

mozného prenosu mezi jednotlivymi druhy (Dauvillier et al., 2006; Pusterla et al., 2013).

Zdroj infekce pro koné neni jasny, ale predpoklada se ptenos orofekalni cestou mezi
jednotlivymi zvifaty umisténymi spole¢né se zvifaty vykazujicimi klinické pfiznaky EPE. U
EPE, stejn¢ jako u PPE dochazi k asymptomatickému nosicstvi, které komplikuje ozdraveni
chovu. U hiibat dochézi k vylu¢ovani infek¢ni davky ve vykalech po dobu 10 az 14 dni a u
dospélych koni po dobu 17 az 27 dni (Pusterla et al., 2013). Zavaznost klinickych projevi

proliferativni enteropatiec u koni zavisi na infek¢éni davce L. intracellularis a na stavu
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hostitelské imunity (Lavoie et al., 2000). U mys$i a potkani bylo prokazano, Ze jsou
dilezitymi rezervoary L. intracellularis (Pusterla et al., 2013).

Predisponujici faktory jako je stres nebo pieplnéné chovy maji za nasledek ubytek
kolostralnich protilatek proti L. intracellularis a tim nakazeni sajicich hiibat kobylou (Pusterla
etal., 2013).

S rostoucim poctem onemocnéni dochézi ke kontaminaci prostredi a tim Sifeni infek¢éni davky
L. intracellularis. Bakterie je schopna pfezit ve vnéj$im prostiedi po dobu dvou tydnt, pii
teploté 5 az 15°C (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2013).

3.3 Patogeneze

Patogeneze EPE ziistdva nedostatecné prozkoumdna stejné jako u prasat. Morfologie
pocateCnich 1ézi naznacuje, ze piitomnost intraceluldrniho organismu a jeho zvyseni poctu
piimo predchazi hyperplazii enterocytl. Stejné jako rozliSeni 1€zi tzce souvisi se zanikem
L.intracellularis, coz ukazuje na souvztaznost mezi obéma udalostmi. L.intracellularis jsou
umistény v apikalni membrané infikovanych enterocyti a bézné se nachazeji v blizkosti
mitochondrii, coz naznaCuje symbiotickou interakci (Pusterla et al., 2013). Po proniknuti do
proximalni ¢asti tenkého stfeva u koné bakterie aktivné pronikd do enterocytl intestinalnich
krypt. Charakteristické ztlu$téni stfevnich klukd je dano progresivni proliferaci nezrélych
epitelidlnich bunék (Gebhart et al., 2010). Prostfedky, kterymi L.intracellularis pusobi
hyperplazii nejsou zndmé. Zanét je faktorem pouze v pozdéjsich fazich a pro primarni 1éze
neni charakteristicky. Zotavujici se hiibata maji ur¢itou imunitu vaci reinfekci, nevykazuji
klinické ptiznaky a nmozstvi L.intracellularis je nedetekovatelné. Bunétné
zprostfedkovatelnd imunitni odpovéd’ se jevi jako dulezity prvek pfi obrané zvifat pied
reinfekci. Imunocytologické testy odhaluji mirnou infiltraci T-cytotoxickych lymfocyti,
makrofagi a B-lymfocytl. Imunohistochemické testy také prokazuji, stejné jako u prasat
velkou akumulaci IgA v apikalni cytoplasmé proliferujicich enterocyti a po specifické

stimulaci se za¢ina produkovat interferon gama (Pusterla et al., 2013).

3.4 Klinické priznaky

Existuji charakteristické rysy, sezonnost, klinické pfiznaky a krevni abnormality souvisejici
s EPE (Pusterla et al., 2013). Je dulezité si uvédomit, ze klinickd forma proliferativni
enteropatie koni je limitovand na mlad$i vekové kategorie (sajici hiibata a zejména
odstavcata). VétSina popsanych piipadi infekce Lawsonia intracellularis u koni jsou

ojedinglé piipady. Pouze vyjimecné dochézi k infekci u vice hiibat na jedné chovné farmé.
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VéEk postizenych zvitat se pohybuje od 3 do 13 mésict, ale nejrizikovéjsi skupinou jsou
hiibata pfed odstavem ve veéku 4 az 7 mésici (Lavoie et al., 2000). Jind nez v€kova
predispozice nebyla u koni prokazana. V severni Americe je toto onemocnéni casto

pozorovano mezi srpnem a lednem (Pusterla et al., 2013).

Mezi nejcastéjsi klinické nalezy u postizenych hiibat patii letargie, anorexie, dehydratace,
horecka (>38,5 °C), periferni edém (na ventralni stran¢, pochveé, hrdle a na distalnich
koncetinach), ztrata hmotnosti, prijem a kolika (rekurentni abdominalni bolesti) (Pusterla et
al., 2013). Ubytek hmotnosti je markantni a nastava v pribéhu nékolika dni od prvnich
projevi klinického onemocnéni (Lavoie et al., 2000). Casné klinické piiznaky jsou obecnd
nespecifické a zahrnuji mirnou skleslost, ¢asteCnou anorexii a horecku. I kdyz je prijem,
ktery muze byt intermitentni a rizné intenzity béZné pozorovan u postizenych hiibat, néktera
postizena hiibata mohou mit normalni vykaly (Pusterla et al., 2013). Ptiznaky koliky se lisi od
mirnych, pferusovanych epizod az po akutni, nekontrolované piipady (Lavoie et al., 2000).
Hiibata s EPE mohou trpét pfidruzenymi potiZemi jako jsou infekce dychacich cest, zalude¢ni

viedy a stfevni parazitismus (Pusterla et al., 2013).

Podobné jako u prasat mize mit onemocnéni subklinicky pribéh. Subklinické onemocnéni je
charakterizovano samovolnym snizenim celkové koncentrace sérovych proteinli ve spojeni se
snizenym dennim pfirtistkem hmotnosti ve srovnani s nenakazenymi hiibaty (Pusterla et al.,
2013). V zavaznych piipadech usti ke vzniku koagulopatie aZ diseminované intravaskularni
koagulopatie (Lavoie et al., 2000). Nejvice charakteristické laboratorni parametry pro EPE
tedy zlstavaji sérologické hodnoty hypoprteinemie zpiisobend hypoalbuminémii. Celkovy
protein je obecné nizs§i nez 5,0 g/dl a a albumin je obvykle niz$i nez 2,0 g/dl. Presné
mechanismy, kterymi se hypoalbuminémie vyviji dosud nebyly zjistény. Zda se, Ze to miize
byt zptisobeno kombinaci snizeného piijmu krmiva spolu s malabsorpci a enteropatii bilkovin
(Bihr, 2003). Hypoproteinémie hiibat s PE je vysledkem ztraty intestinalnich proteind
a malapsorbce aminokyselin. ZvySeny proteinovy katabolismus piispiva k hypoproteinémii
zvitat (Lavoie et al., 2000).

Postizend hiibata také mohou prokazovat nespecifické krevni abnormality jako je anémie
nebo leukocytéza, neutropenie, hyperfibrinogenemie, hyperlipemie, zvySend koncentrace
kreatinkinazy v plazmé, poruchy acidobazické rovnovahy a elektrolytové abnormality
(hypokalcemie, hypochloremie, hyponatremie) (Pusterla et al., 2013). Pii vySetfeni kostni

dfené je pfitomna hypoplazie erythroidni linie (Lavoie et al., 2000).
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Je tfeba upozornit na skutecnost, Ze proliferativni enteropatie koni je potencionalné fatalni
onemocnéni s variabilni délkou prubéhu. Postizend hiibata mohou pfejit do chronické formy,
kdy pretrvava intermitentni prijem, ke zhorSeni kvality srsti a pfidruzenym sekundarnim
infekcim. U chronickych piipadt dochazi v disledku chronického zanétu k mirné anémii
(Lavoie et al., 2000).

Proliferativni enteropatie u koni je charakteristicka patoanatomickym nalezem v tenkém
stiev€. Léze jsou nejéastéji pozorovany v ileu a v blizkosti ileocekalniho spoje a objevuji se
jako ztlusténi sliznice. Sliznice tenkého stieva je vyrazné girifikovand. Duodenalni 1éze lze
nalézt ziidka. Hrubé 1éze nejsou patrné ve vSech piipadech EPE a mohou byt casto
prehlédnuty. Stfevo vykazuje nepravidelny, patrny subserézni edém. Stfevni sliznice je
zesilena hlubokymi zdhyby a chronicky postizena zvifata mohou vykazovat patrné
pseudomembrany pokryvajici sliznici. Hypertrofie a ztlusténi svalové vrstvy se vyskytuje o

chronické formy a u zvifat s reinfekci (Lavoie et al., 2000).

Histologicky doch&zi k proliferaci adenomatdz mezi epitelialni bunky v kryptech enterocytt
ve spojeni s ptitomnosti zakfivenych intracelularnich bakterii v apikalni cytoplasmé téchto
enterocytll. Zavazné piipady PE jsou diagnostikovany pritkaznou hyperplazii bunék krypt se
zvySenym pocétem mitoticky se dé¢licich bun€k a vyraznou redukci Panethovych
a poharkovych bunék. Histopatologické 1éze jsou jedinecné a zanét se obvykle neobjevuje

(Pusterla et al., 2013).

Ultrastrukturalné, pomoci rutinni transmitni elektronové mikroskopie obsahuje cytoplazma
krypt enterocytd postizenych L.intracellularis ¢etné, mirné zakiivené bakterialni tyCinky
majici vlnitou, vicevrstvou buné€nou sténu a husté cytoplazmatické granule majici primér

0,3um a délku az 2,1um, jak je vidét na Obrazku 4 (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2013).

40



Obréazek 4-Elektronova mikroskopie Lawsonia intracellularis v &istych kulturach. Sipky poukazuji na
bi¢ik. (Kroll, J. and J. M. Roof, J.Hoffman, 2006)

Je tfeba mit na paméti, ze piiznaky EPE mohou pfipominat piiznaky jinych
gastrointestinalnich poruch. Klinické pfiznaky doprovazejici proliferativni enteropatii u hiibat
Jsou Vv pocatcich zaménitelné za bézna intestinalni onemocnéni (akutni ileitida tenkych stiev,
sttevni obstrukce, ulcerace, zavazné parazitozy, akumulace pisku, intoxikace rostlinami) nebo
za uréité bakterialni infekce (Clostridium spp., Salmonella spp., Rhodococcus equi,
Neorickettsia risticii, Rotavirus, Coronavirus). Serologicky zjisténa hypoproteinémie
zahrnuje do diferencidlni diagnézy 1 dal§i mozné ptiCiny jako je malnutrice, hepatopatie,

renalni onemocnéni a krvaceni (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2013).

3.5 Diagnostika

Predpokladana diagnostika EPE se obvykle provadi na zakladé veéku postizeného zvitete,
klinickych ptiznakt, detekci hypoproteinémie/hypoalbuminémie a vylouceni diferencialnich
pri¢in enteropatie. Ultrasonografické vySetfeni dutiny bfisni, i kdyz neni pfili§ citlivé, mtze
u postizenych hiibat odhalit ztlustélé klicky tenkého stfeva a pfipadné zmnoZzeni peritoneéalni
tekutiny v dusledku hypoproteinémie a peritonealniho drazdéni. V piipadech onemocnéni
zpusobenych L. intracellularis bude peritonealni tekutina bez zanétu. U postizenych klicek
tenkého stfeva dochazi ke ztraté diferenciace vrstvy sliznice a vrstvy podslizni¢ni a tim na

ultrasonografii vznika znatelny obraz (Nuss et al., 2002b).
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Posmrtna diagnéza je obecné potvrzena sérologickym vySetienim nebo detekci bakterie
L.intracellularis pomoci PCR ve vykalech. Variablni citlivost diagnostickych test zavisi na
situaci a proto je nezbytné kombinovat jak molekularni, tak sérologické testy (Dauvillier et
al., 2006; Pusterla et al., 2009a).

Pozitivita sérologického vysetfeni je zfejma do ne€kolika dni od nastupu klinickych ptiznakt
onemocnéni, avSak cirkulujici protilatky se v séru objevuji minimalné¢ ptl roku, coz
znesnadiiuje interpretaci vysledkli. Falesné negativni sérologické vysledky lze ocekavat
V pocatecni fazi onemocnéni, kdyZz humoralni imunita je$té neni dostate¢na silna, aby byla
testy zachycena. Srovnavaci studie jednotlivych sérologickych testi, véetné IFAT, ELISA
a IPMA prokézaly, Ze u koni je imunoperoxiddzovy monovrstevny test pii urCovani

ptitomnosti anti-L.intracellularis protilatky nejvice specificky (Gebhart et al., 2012).

Diagnostiku PCR je nutné provést pied zacatkem antimikrobialni 1é€by a na pocatku detekce
infekce. Nebot’ v pokrocilém stadiu onemocnéni a pii 1é€eni antibiotiky se jiz ve vykalech
neoCekava ptitomnost L.intracellularis. Je tfeba si uvédomit, ze metoda PCR detekuje
i nezivé mikroorganismy. Jako nejucinnéjsi metoda byla prokazana real-time PCR,
poskytujici nejlepsi citlivost a nejmensi moznost pienosu onemocnéni (Pusterla et al., 2008).
Pii diagnostice je tieba piihlizet k faktu, Ze vzhledem k moznosti asymptomatického prib&hu
onemocnéni EPE Ize PCR pozitivitu ve vykalech a pozitivni vysledek sérologického vySetieni

ziskat i od klinicky zdravych jedinct (Pusterla et al., 2013).

Dalsi diagnostickd metoda predstavuje histologické vySetfeni z odebrané zivé tkané

z postizenych usekt tenkého stieva pii laparotomii (Lavoie et al., 2000).

3.6 Lécba

Lécba EPE u koni zahrnuje pouziti antimikrobialnich latek, jako jsou makrolidy, samotné
nebo v kombinaci s deoxycyklinem (100 ppm) ¢i oxytetracyklinem (180ppm) podavané po
dobu 2-3 tydnu (Pusterla et al., 2013). Vzhledem k intracelularni povaze bakterie je nutné
pouzit antimikrobidlnich preparati na zéklad¢ dostupné antimikrobidlni citlivosti bakterie,
farmakodynamiky 1é¢iv a rychlé klinické odpovédi pfipravu (Lavoie et al., 2000; Pusterla et
al., 2013). Pti vybéru antimikrobialni latky pii 1écbé EPE by mélo byt zohlednéno riziko
vyvolani poruchy gastrointestindlni flory a rendlni toxicity. To je obzvlasté problém pii 1écbé
starSich hiibat s tézkou hypoalbuminémii (Schumacher et al., 2000). Dale lze vyuzit 1écby
vyuzivané pro rodokokovou infekci (erytromycin 250 ppm v kombinaci s rifampicinem

100ppm podavaného po dobu minimalné tfi tydnt) (Hackett et al., 2014; Sampieri et al.,
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2006). Erytromycin a rifampicin dobife pronikaji bunéénou membranou a jsou pouzivany

ptrednostné pro 1é¢bu intracelularnich bakterii, jako je L.intracellularis (Lavoie et al., 2000).

Kromé toho je u vétSiny hiibat postizenych proliferativni enteropatii nezbytnd podpirna
1é¢ba, napiiklad podani intravendzni tekutiny. Tézka hypoproteinémie je indikaci k podani
plazmatickych transfuzi. Dehydratovani jedinci vyzaduji parentalni vyzivu a rehydrataci.
Vzhledem K riziku zavaznosti celkového onemocnéni a postizeni ur¢ité vékové skupiny koni

je soucasti 1é¢by podavani antiulcerdznich 1éka (Slovis, 2016).

Dulezité je oSetfeni postizenych zvifat zavCasu, predtim, nez se charakteristické 1éze EPE
stihnou plné€ rozvinout, tim dojde k vyrazné ztrat¢ hmotnosti a sérologickym naleziim kriticky
nizkych hodnot sérovych proteinti. Odpoveéd’ zvitat na 1é¢ebny postup predstavuje nepiimé

potvrzeni diagndzy (Lavoie et al., 2000; Pusterla et al., 2013).

Po v€asném stanoveni diagnézy a v€asném nasazeni 1écby lze ocekdvat rychlé klinické
zlepSeni. Muze vSak trvat nékolik tydnt, nez dojde k vymizeni hypoproteinémie v séru
jedince. PostiZzena hiibata reagujici na aplikovanou 1é¢bu maji dobrou prognoézu pro ozdraveni

z nemoci (Pusterla et al., 2013).

3.7 Monitoring a prevence

Véasné rozpoznani klinickych ptipadd, izolace postizenych koni od ostatnich vnimavych
jedinci az do Uplného ozdraveni nebo ukonceni vyluCovani L.intracellularis vykaly
a dezinfekce kontaminovaného prostiedi je zakladnim preventivnim opatfenim v chovech

s prukazem zavleceni infekce (Pusterla et al., 2013).

Pravidelny monitoring stad s prikazem klinického ptipadu infekce Lawsonia intracellularis
zahrnuje fyzické hodnoceni zdravi hiibat, mé&si¢ni nebo dvoumési¢ni hodnoceni celkové
koncentrace sérovych proteini a mési¢ni hodnoceni sérologického stavu (Pusterla et al.,
2013).

Dale zachovani dobré ochrany proti Skiidciim a zabranéni tomu, aby domaci a volné Zijici
zvitata ziskala pfistup ke krmnym mistim hiibat mize potencionalné minimalizovat riziko

Sifeni nakazy (Pusterla et al., 2013).

Strategie prevence byly nejlépe popsany u praseCi proliferativni enteropatie pomoci
antimikrobialnich premixd a komer¢né dostupné vakciny proti L. intracellularis (Guedes et
al., 2003a). Ukazalo se, ze vakcina vyrabéna pro prasata je velmi dobfe snasena i hiibaty.

Hiibé po vakcinaci udrzi vyS$i denni pfirtstky hmotnosti a vyssi celkové koncentrace
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sérovych proteind. Nacasovani poddni antimikrobidlni 1écby a vakciny by mélo byt
synchronizovano s vyskytem prvnich onemocnéni ve stadé. V neposledni fadé se doporucuje
rutinni sledovani klinickych ptiznak a hypoproteinémie/ hypoalbuminémie i1 pfi profylaxi

o¢kovani (Kroll et al., 2004; McOrist et al., 2007).
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4 ZAVER

Ve své bakalaiské praci jsem se snazila seznamit s konkrétnimi problémy komplikujici
identifikaci, vyvoj a 1é¢bu této obligatné intracelularni bakterie Lawsonia intracellularis.
Chtéla jsem poukdzat na aktualni problematiku veterinarni oblasti, kterou feSi nejen

veterinarni pracovnici.

Lawsonia intracellularis nejen svym jedine¢nym zpusobem Zzivota V cytoplasmé, ale i
schopnostni modulovat imunitni reakci komplikuje vcasnou detekci onemocnéni. A proto
infekce velmi Casto prechazeji do chronické formy onemocnéni. Diagnostické metody musi
byt vylepSené, citlivéjsi s moznosti zaznamenat i malé mnozstvi infekéni davky

L.intracellularis.

V prvni ¢asti bakaldiské prace jsem popsala samotné taxonomické zatrazeni bakterie,
patogenezi a diagnostiku. U klinicky nemocnych jedinct postizenych L. intracellularis je
1é¢ba problematickd. To je zplsobeno nedostateCnou a v€asnou moznosti onemocnéni
diagnostikovat a nedostate¢né vcasnou reakci zvife 1é¢it. Diagnostické metody se neustale
vyvijeji, proto je pro lepsi diagnostikovani a 1écbu infekce zptisobenych L.intracellularis
potieba zavadét a pouzivat v Klinické praxi propracovanéj$i imunologické metody a moderni
moleukalrné biologické metody. To pifinds$i zna¢nou ulevu pro hospodatfe, protoze diky
propracovanéjSim diagnostickym metodam Ize ¢im dél tim vice monitorovat PE bez pouziti

antibiotik. A to sniZzuje ekonomické ndklady onemocnéni.

Druha ¢ast bakalaiské prace se zabyva onemocnénim zpusobenym L.intracellularis. Popsala
jsem nejen formy onemocnéni ale 1 moZnosti 1écby. Jako nejvétsi komplikace se zde jevi
subklinicky nakazZeni jedinci, ktefi jsou asymptomaticti a dochazi tak k snadnému Sifeni
infekce. Tyto jedince neni snadné detekovat. Doporucuje se preventivni pielééeni nové
nakoupenych zvifat a pravidelné monitorovani. U akutni formy klinické ptiznaky byvaji spise

vSeobecné a mohou byt ¢asto zaménény za celou fadu jinych infekci.

Uspé&snost zvladnuti infekce zcela zavisi na pravidelném monitoringu. Znalost patogeneze
L.intracellularis umoznuje rozvijet postupy hygieny a biologické bezpecnosti. Hospodafi by
se méli zaméfit na pravidelné sérologické vysetieni ve svych chovech. Vakcinace zivou
vakcinou zajisti, ze vSechna zvitata jsou vystavena pusobeni davky L. intracellularis a budou

chranéna pted klinickymi pfiznaky onemocnéni.
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