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Mnohé bakterie rodu Brucella patfi mezi nebezpecné lidské i zvifeci patogeny a nékteré z nich jsou dokonce
pocitdny mezi potencionalné vyuzitelné biologické zbrané. Jednim ze zastupcl rodu Brucella je i bakterie
Brucella suis. U domdcich zvirat byla tato bakterie v Evropé eradikovana. Lidé se ale mohou nakazit pravé
od volné Zijicich zvirat, ktefi slouzi jako rezervoar pro tuto bakterii. Brucella suis byla v minulosti opakované
detekovdana u rdiznych druhti lovné zvére napfi¢ Evropou. Informace o jeji prevalenci v Ceské republice jsou
ale omezené. Cilem této prace je proto rozsifit naSe znalosti o prevalenci B. suis v rezervoarovych zvifatech
v Ceské republice.

Metodika

Vzorky sér a pevnych organ( (napft. slezina, jatra) budou sbirdny ve spolupréci s mistnimi mysliveckymi
sdruZenimi napfi¢ celou Ceskou republikou v né&kolika loveckych sezéndach. Ze sebranych vzorkd bude
vyizolovana DNA, kterd bude ndsledné analyzovana na pritomnost B. suis pomoci PCR za vyuZiti
specifickych primer(. Ziskané vysledky budou statisticky zhodnoceny, bude spocitana prevalence B. suis
a porovnana mezi rliznymi rezervoarovymi zviraty, lokalitami a roky.
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Abstrakt

Vyskyt bakterie Brucella suis u lovné zvéie v Ceské republice

Bruceloza je celosvétove rozsitené zoonotické onemocnéni, jehoz ptivodcem jsou
bakterie rodu Brucella. V soucasné dob¢ jsou tito patogenni ptivodci nejvice rozsiteni
mezi volné zijicimi zvifaty. Pfimy kontakt s hospodafskymi zvifaty, anebo lov
pro konzumaci je potencialnim rizikem pro veiejné zdravi a ekonomickou produkci.

Lidé se mohou nakazit konzumaci nedostate¢n¢ upravenych produkti masného
nebo mlékarenského typu. Lécba je velmi narocna a zdlouhava. Pro prevenci je dilezita
kontrola reservoarti mezi lovnou zvéii a jejich v€asné eradikovani.

Tato prace popisuje dosud znamé druhy rodu Brucella, jejich hostitele a dopad
na hospodaistvi. Zvlastni diraz je kladen na B. suis, ktera je v Evropé zna¢né rozsifena
mezi divokymi prasaty, jejichz maso je pro mnohé vyhledavanou delikatesou. Zaroven
je jejich rostouci populace v piipad¢ infekce rizikem pro produkéni chovy. B. suis byla
1 proto vybrana pro vyzkum popsany v této praci.

Pomoci standardniho PCR a gelové elektroforézy byly testovany vzorky
vybranych druhti lovné zvéie z Sesti regionii Ceské republiky. Vypocitana prevalence
nevykazovala oproti jinym statim Evropy zadné extrémni abnormality a lze tedy

usuzovat, ze vyskyt bakterie je v pfirozenych hodnotéach a neni tieba razantniho zasahu.

Klic¢ova slova: Brucella suis, bruceloza, detekce, PCR, zvér



Author’s abstract

Detection of Brucella suis in game samples collected in Czechia

Brucellosis is a worldwide zoonotic disease caused by Brucella spp.
Currently, these pathogens are most prevalent in free-ranging animals. Direct contact with
livestock or hunting for consumption is a potential risk to public health and economic
production.

Humans can become infected by consuming inadequately treated meat or dairy
products. Treatment is highly challenging and time consuming. Control of reservoirs
among game animals and their early eradication is important for the prevention.

This thesis describes the species of the genus Brucella known to date, their hosts
and their impact on the livestock industry. Particular emphasis is placed on B. suis,
which is widespread in Europe among wild boars, whose meat is a popular delicacy
and whose increasing population poses a risk to production farms if infected. B. suis was
therefore chosen for the research described in this paper.

Samples of selected game species from six regions of the Czech Republic were
tested using standard PCR and gel electrophoresis. Calculated prevalence did not show
any extreme abnormalities compared to other European countries and it can be assumed
that the prevalence of the bacterium is within the natural range and there is no need

for dramatic interventions.

Key words: Brucella suis, brucellosis, detection, PCR, game
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1. Uvod

Bakterie rodu Brucella jsou gramnegativni, nepohyblivé tyCinky ¢i kokobacily,
které v hostitelském organismu pusobi jako intracelularni parazité. Mohou infikovat
mnoho druhli savcl, at’ uz suchozemskych, moiskych nebo i samotného c¢loveka,
a zpusobovat onemocnéni zvané bruceldza, které se ve svych projevech druhoveé lisi.
Hlavnimi celosvétoveé nejrozsifenéj$imi patogennimi druhy jsou B. abortus, hlavni agens
brucelozy skotu; B. melitensis, zodpovédny za bruceldzy ovci a koz; a B. suis, hlavnim
pivodcem brucelozy prasat. Tyto téi druhy rodu Brucella negativné ovliviiuji plodnost
hostitele a mohou zptisobovat potraty, coz ma za nasledek obrovské ekonomické ztraty
chovatelt.

Vysoka prevalence téchto bakterii ma za nasledek velky dopad na mlécnou
produkci, plodnost a trzni hodnotu zvitat ¢i jejich produktii. Dlouhodobé jsou fazeny mezi
celosvétové nejvice ekonomicky vyznamné zoondzy se silnym dopadem na
socioekonomickou sféru, a to hlavné pies ztraty prevazné v mlékarenském a jate¢nim
prumyslu. Podle studii jsou vSak nejvétsi financni zatézi naklady spojené s lécbou
a naslednou prevenci (Lokamar et al. 2020). V mnoha vyspélych zemich je bruceloza
usp&Sné kontrolovdna nebo eradikovdna u populaci hospodaiskych zvirat, v téchto
zemich se hlavnim rezervoarem staly populace riznych divokych zvifat. Nejveétsi zatézi
zustava bruceldza pro stfedné a nizkopiijmové zemé a odloucené lokality, kde se dopady
lisi v zéavislosti na preferovaném druhu hospodéiskych zvitat, systému hospodateni
a kapacité i kvalité veterinarni a lékatské péce. (McDermott et al. 2013).

Pozoruhodné mohou byt i paleontologické nalezy hominid z dob nejstarsiho
paleolitu. Podle paleopatologického vyzkumu kosternich pozistatkti z krasové jeskyné
Sterkfontein v Jihoafrické republice, provadéného na skeletech rodu Australopithecus
a Homo, se brucelozou infikovaly i rané lidské populace pred 1,5-2,5 miliony let.
Vyjma béznych traumat, nadorovych a degenerativnich zmén byla na jednom z t¢l
popsana lyticka 1éze lumbalniho obratle. Podle védct tedy existuje moznost, zZe tyto
lytické¢ 1éze mohou byt spojeny se zménami skeletu pravdépodobné zplisobenymi
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s timto zoonotickym patogenem spojenym s konzumaci nedostatecné upravenych
zivocisnych produktti pochazejicich z infikovanych zvirat (D'Anastasio et al. 2009).

Dilezitym aspektem prevence ekonomickych ztrdt a nakazeni Clovéka jsou
eradikacni programy a pravidelny monitoring. V zemich s pfisnou veterinarni kontrolou
je bruceloza u hospodaiskych zvitat povazovana za eradikovanou ¢i zcela vymycenou. Je
tomu tak naptiklad ve Spojeném kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska nebo zemich
severni Evropy.

Za epidemiologicka centra tohoto onemocnéni jsou naopak v Evropé povazovany
zem¢ Sttedomofii, kde dochazi k nakaze skrze mlékarenské produkty ze skotu, ovci a koz
(Taleski et al. 2002). Nicméné se s touto nakazou lze opakované setkat i v chovech
V centralni ¢asti kontinentu a vyspélych zemich. Stalo se tomu tak napiiklad ve Francii,
kde se opétovné vyskytuji infekce u lidi zpusobené druhy B. melitensis a B. suis.
Od roku 2002 do roku 2011 bylo ve Francii potvrzeno 219 lidskych piipadii nakazeni
bruceldzou, kde ptivodcem byl B. melitensis. V dubnu 2012 byla potvrzena brucel6za
u dojnice ve stadé okresu francouzskych Alp. Pozitivni dojnice potratila koncem ledna
a z mléka odebraného zvifeti byl izolovan kmen Brucella melitensis biovar 3.
Zvite patfilo do stdda 21 dojnic a Zadné jiné zvife ve stadé nevykazovalo ptiznaky
naznacujici bruceldozu nebo nevykazovalo zadnou sérologickou reakci (Mailles et al.
2012). V letech 2004 az 2016 bylo ve Francii identifikovano sedm lidskych piipadu,
vSechny potvrzené izolaci Brucella suis biovar 2 v klinickych vzorcich. Z toho Sest
muzskych pacientl byli lovei divokych prasat a jedna pacientka pfipravovala
a manipulovala s masem divokého kance (Mailles et al. 2017).

Timto ptikladem muize byt vyzdvihnuta dileZitost pravidelného monitoringu
u domécich 1 voln¢ Zijicich zvifat jako potenciadlniho ptiivodce lidské nakazy a tim 1 cil
této prace zkoumajici prevalenci B. suis v divoce zijicich zvifatech ve vybranych

oblastech Ceské republiky.



2. Charakteristika bakterii rodu Brucella

Bruceléza je béznym zoonotickym onemocnénim v mnoha zemich svéta.
Obzvlasté castd je ve stiedomoiskych zemich, na Blizkém vychod¢, Arabském
poloostrové, ve Stiedni a Jizni Americe, Asii a Africe. Na svété je pouze 17 zemi,
které jsou prosté bruceldzy, ale i v nich se ob¢asné vyskytuji piipady onemocnéni mezi
jedinci, ktefi pticestovali ze zemi zasazenych nakazou. Dfive se onemocnéni nazyvalo
hlavn¢ ,,Maltskd horecka®, nicméné se uzivalo nékolik dalSich synonym odvozenych
z jejiho zemépisného vyskytu ¢i podobnosti S jinymi febrilnimi chorobami. Az v roce
1918 navrhla americka mikrobiolozka Alice Catherine Evansova pojmenovat
onemocnéni ustalenym nazvem brucel6za na pocest Davida Bruce, ktery tyto bakterie
poprvé popsal vroce 1887 pti horeCnatych stavech u nakazenych britskych vojaku
na ostrové Malta. Tehdy je zafadil do rodu Micrococcus. Evansova rovnéz zkoumala
podobnosti a piibuznost mezi Micrococcus melitensis a Bacillus abortus, poprvé
popsanym danskym veterinafem Bernhardem Bangem v roce 1895 v chovu skotu
(Madkour 2001). V roce 1920 po mnoha vyzkumech navrhli bakteriolog Karl Meyer
a jeho student Edward Shaw z Hooperovy nadace na Kalifornské univerzité na zakladé
podobnosti mezi obéma organismy, aby byly tyto bakterie piefazeny do nového rodu

Brucella a pifejmenovany na Brucella abortus a Brucella melitensis (Moreno 2020).

2.1 Taxonomické zarazeni

Druhy rodu Brucella jsou taxonomicky zatazeny do domény Bacteria,
kmene  Pseudomonadota, tfidy  Alphaproteobacteria,  fadu  Rhizobiales
(Hyphomicrobiales), ¢eledi Brucellaceae a rodu Brucella (Bergey & Holt 1994).

Ttida Alphaproteobacteria zahrnuje rody organismi, které jsou bud’ savéimi nebo
rostlinnymi patogeny nebo symbionty. Mezi bakterie ovliviujici savce v tiidé
Alphaproteobacteria patii naptiklad rody Bartonella, Rickettsia a Ehrlichia, které se Sifi
pfenosem na bazi vektort (Ficht 2010).

Odlisujicim rysem rodu Brucella uvniti fadu Rhizobiales je infekce vylucné
savc¢ich bunek, coz je vlastnost sdilena pouze s rodem Bartonella. Zatimco rod Bartonella
je obligatnim intraceluldrnim parazitem neboli pravym vnitrobunéénym parazitem,

ktery se nedokaze rozmnozovat mimo hostitelskou bunku, je Brucella ponékud
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variabilngj§i fakultativni intracelularni patogen neboli pfilezitostny vnitrobunécny
parazit, a dokaze tak ptezivat i mnozit se vn¢ i uvniti hostitelské bunky. Na zakladé
genomové sekvence a funk¢énich vlastnosti je dokonce pravdépodobné, Ze se rod Brucella
vyvinul z pidnich nebo rostlinnych symbiontd podobné jako jsou rody Rhizobium
a Agrobacterium. Genom bakterii rodu Brucella o primérné velikosti 3,3 Mb je priblizné
0 50-100 % vétsi nez genom bakterii rodu Bartonella a zachoval si vice metabolickych
funkci sdilenych s rostlinnymi patogeny (Paulsen et al. 2002). Napiiklad bylo pozorovano
mimobuné¢né piezivani kolonie B. suis a B. microti v pidé po dobu mezi 7 az 10 tydny,
coz naznacuje SChopnost metabolicky vyuzivat molekuly rostlinného pivodu a panuji
tak spekulace, zda muaze rod Brucella udrzet sviij metabolismus aktivni i vné savci
hostitelské burnky (Scholz et al. 2008).

The International Code of Nomenclature of Prokaryotes (ICNP) nyni zahrnuje pod
¢eled” Brucellaceae pét rodu. Jsou to rody Brucella, Daeguia, Falsochrobactrum,
Paenochrobactrum a Pseudochrobactrum. Za zminku stoji, Ze do ¢eledi Brucellaceae
se diive fadil i rod Ochrobactrum, ktery byl po zvefejnéni fylogenetické analyzy
pozménén na synonymum rodu Brucella a nasledné slouc¢en pod tento rod, nicmén¢ mezi
védci nadale panuji diskuze nad spravnosti této unifikace. Studie z roku 2022 dokonce
vyzyva vyzkumné pracovniky K zachovani pivodni nomenklatury. Takovéto pfifazeni
ma byt nespravné, protoze piehlizi komplexnost patogenity obou rodd. Stru¢nym
shrnutim rozdili mezi bakteriemi Brucella a Ochrobactrum se ukazuje, ze v Zivotnim
stylu, struktufe, fyziologii, genomickych znacich a patogenit¢ nejsou jednoznacné
shodné. Zjednodusené srovnani Brucella a Ochrobactrum je znazornéno v Tabulce €. 1.
Unifikace mezi Ochrobactrum a Brucella omezuje i jejich zafazeni do ruznych
rizikovych skupin, coz je biologicky ohrozujicim a limitujicim faktorem. Navic vzhledem
k tomu, ze epidemiologie, prevence, diagnostika a 1écba je pro oba patogeny naprosto
nesouroda, piinasi slouceni volné Zijicich bakterii rodu Ochrobactrum s vysoce
patogennimi bakteriemi rodu Brucella zjevné komplikace pro veterinafe, lékaie

a organy Statni spravy v ochrané vetejného zdravi (Moreno et al. 2022).



Tabulka €. 1: Zjednodusené srovnani rodu Brucella a Ochrobactrum (Moreno et al.
2022)

OdliSné vlastnosti Brucella Ochrobactrum
Velikost genomu 3,1-3,4 Mb 4,7-8,3 Mb
Pan-genom Uzavieny Otevieny
Plazmid Neni Variabilni
Propustne pro Nepropustné pro
Propustnost bunééného hydrofobni Castice a PTOpUSHic p
obalu odolné vuci hydrofobm castice a
destabilizaci citlivé na destabilizaci
Zivotni styl Patogen Saprofyt
Ptirozené prostiedi Intracelularni Pidaa povr<_:h Kofeni
rostlin
y Interakce s hostitelem a .
Ptenos Ve wewo s Tatrogenni
zivo¢isnymi produkty
T Dlouhotrvajici infekce | Samovolné se omezujici
podporujici zanét akutni zanétliva reakce
Nékaza zvitat Velmi vyznamna Ojedinéla
Dopad na lidské zdravi Velmi zavazné Zanedbatelné
Regulace WHO/OIE/FAO Zasadni Neexistujici

Zbyvajicimi  rody c¢eledi Brucellaceae jsou genomové vzdalengjsi
Falsochrobactrum, Pseudochrobactrum, Paenochrobactrum a Daeguia. Zafazeni roda
Falsochrobactrum a Pseudochrobactrum je stale pfedmétem diskuze, nebot’ se jim
prozatim nevénoval dostatek vyzkumu a studie se prevazn€ opiraji o srovnavani

podjenotek 16S rRNA nebo genu recA (Leclercq et al. 2020).

100 Brucella spp.

Ochrobactrum Group A

¢ Ochrobactrum haematophilum CIP 1094527
100

Falsochrobactrum spp.

—10;‘ Ochrobactrum Group B

$ Daeguia caeni CCUG 545207

— 100 o Paenochrobctrum spp.

100

100

100l —=m Pseudochrobactrum spp.
100
¢ Ochrobactrum endophyticum DSM 299307

Obrazek ¢. 1: Fylogenetické vztahy mezi rody ¢eledi Brucellaceae na zakladé sekvenci

genomu (zdroj: Moreno et al. 2022)



2.1.1 Druhy rodu Brucella

Jak bylo naznaceno Vv piechozi kapitole, rod Brucella se rozsifil po slouceni
S jinym rodem na finalni pocet 25 druhti (v€etné synonym na 30). Proto se tato kapitola
bude vénovat stru¢né charakteristice Sesti tzv. klasickych druhi (tzn. druhti popsanych
pred 90. lety minulého stoleti) a Sesti druhiim popsanych pted zdsahem do nomenklatury.
Mezi klasické jsou fazeny B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. neotomae, B. ovis
a B. suis. Zbyvajicimi jsou B. ceti, B. inopinata, B. microti, B. papionis, B. pinnipedialis
a B. vulpis. Na zaklad¢ rozdilt v biochemickych testech, morfologické struktuie kolonie,
pozadavcich na oxid uhlicity a reakci na barviva jsou u n€kterych druhii popsany nizsi
taxonomické jednotky, které se nazyvaji biovary (Vergnaud et al. 2018).

Druhy jsou v této kapitole popisovany rozdélené na klasické a zbyvajici podle

abecedniho potadi.

B. suis bv2
B. MiCroti  —

—

B. ovis
B. neotomV \ ‘ Brucella sp. BCCN84.3

/ \B. suis bv 1
\\‘ «"t,.
0

/

Sy o e 4 .
B. pinnipedialis ‘ 7 & 34
[ X

~
;\;\-«\
- i

B. canis

B. ceti porpoise : .
B. melitensis

B. inopinata ...

B. ceti dolphiN 1 \——/ B. vulpis

Brucella sp. F5/99 B. abortus

B. papionis ~~

" Briicellasp.83/13
B. suisbv5-

Obrazek ¢&. 2: Dendrogram rodu Brucella (zdroj: Guzman-Verri et al. 2019)

Brucella abortus

B. abortus byla poprvé popsana Bernhardem Bangem v roce 1895
a je nejrozsifenéjSim puvodcem bovinni brucelézy skotu. Vyskytuje se ve vétSiné
rozvojovych zemi, ale také v USA a v zemich Stfedomoti. U hospodaiskych zvifat
je onemocnéni vyvolané touto bakterii zndmé jako "Bangsova choroba" a vyvolava

spontanni potraty a neplodnost. Nicmén¢ vykazuje mensi pocet lidskych onemocnéni nez
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u jinych druhii. Pfipadna ndkaza ¢lovéka je ¢asto subklinicka a prilbéh nemoci neni patrny
vyraznéj$imi piiznaky. Pokud k propuknuti nemoci dojde, je nakaza zpravidla méné
zavazna nez U B. melitensis nebo B. suis. Zaroven skot nemusi byt jedinym hostitelem
B. abortus, nebot’ v nékterych oblastech jsou vyznamnymi hostiteli i bizoni, buvoli,
velbloudi, psi nebo jaci (Corbel 2006).

V detailni taxonomii B. abortus dochazi k pravidelnym zménam v popisu biovart.
Puvodné bylo popsano devét biovart B. abortus oznacenych pofadovymi ¢isly 1 az 9.
Biovar 8 byl jako uznavany taxon odstranén rozhodnutim ICNP jiz v roce 1978,
protoze byl né€kolik let neizolovan a zaroven pro néj neexistoval referencni vzorek.
Biovar 7 byl suspendovan az v roce 1988 pro nedostatek pozorovani (Jamil et al. 2017).
Nicmén¢ kolonie izolované v roce 2014 v Keni, Turecku a Mongolsku vykazovaly
B. abortus biovar 7, coz dopomohlo k znovuuznani biovaru 7 (Garin-Bastuji et al. 2014).

Infekéni davka €ini pouhych 10-100 bakterii, které jsou ve vhodném prostiedi
pomérné dlouho Zivotaschopné. Napiiklad v mléce, krvi, Spenatu a mletém mase je tato
bakterie schopna pfezit az 132 dni (Kaden et al. 2018).

Chronic Infection

Macrophages

i

Obrazek ¢. 3: Prevladajici typy bun€k napadené bakterii Brucella abortus v hostiteli
(zdroj: Roop et al. 2004)

Abortion

Acute Stage

Placental Trophoblasts



Brucella canis

B. canis byla poprvé popsana v roce 1966 jako novy biovar B. suis, a to po izolaci
z tkani a vaginalnich vytoku infikovanych fen. Plnohodnotnym druhem se stala
po zasedani vyboru pro brucely, ktery v Mnichové v roce 1978 doporucéil aktualizaci
nomenklatury (Osterman & Moriyon 2006).

Rezervoarovymi hostiteli B. canis jsou piislusnici ¢eledi psoviti (Canidae).
Navzdory vy$§imu vyskytu u Cistokrevnych pst jsou nachylni i hybridi nebo jakykoliv
pohlavné dospéli a reprodukéné aktivni zastupci této Celedi (Blankenship & Sanford
1975). Mimo cilené domaci chovy a utulky jsou pievazujicimi rezervoary toulavi
a divoci psi, ktefi béhem testovani v sedmdesatych letech minulého stoleti vykazovali
v riznych regionech USA prevalenci mezi 1 a 6 %, vPeru a Mexiku az 25 %
(Flores-Castro et al. 1977).

Infikovani psi mohou byt pienaseci tohoto organismu prostfednictvim pafeni,
oronasalniho kontaktu nebo $ifenim tkané a t€lnich tekutin. Pfevladajici je vSak pohlavni
ptenos, kdy je nejvyssi pravdépodobnost Sifeni zavisla na velkému poctu organismil
vylucovanych v reprodukénich sekretech. U samcii se kvili tésnému anatomickému
spojeni mo¢ového méchyte s prostatou a nadvarletem miize stat zdrojem infekce 1 moc,
kde se bakterie poprvé objevuji ptiblizné v 4.-8. tydnu po infekci (Wanke 2004). U fen
se po potratu vyskytuje zdlouhavy vaginalni vytok infekéniho délozniho sekretu
pretrvavajici po dobu 4—6 tydnl po potratu. Velké mnozstvi organismii je piitomno
I vV potracené placenté a matetském mléce samice. Umélymi zdroji pfenosu mohou byt
krevni transfuze a kontaminované veterinarni vybaveni (Hollett 2006).

Ptiznaky mohou byt asymptomatické, ale nejCastéji se bruceléza zplisobena
B. canis projevuje u samcu atrofii varlat a sterilitou a u samic abortem. Antibiotika jsou
V jednotnych davkach nelc¢innd a je nutna jejich kombinace, kterd je vSak nakladna
a nevyluCuje opétovnou nakazu. Vzhledem k témto skute¢nostem je doporucena
eutanazie dotCenych jedincli. Zoonoticky pfenos je pravdépodobny u osob,
které manipuluji s chovnymi psy v kotcich a setkavaji se s reproduk¢énimi tekutinami
infikovanych zvirat. (Hollett 2006).

Stejné jako u B. ovis byla B. canis vzdy béhem kultivace na agaru pozorovana
s hrubym nebo muko6znim povrchem, nebot’ podle studii postrada somaticky postranni
lipopolysacharidovy fetézec typicky pro antigeny jinych druhi Brucella (Nielsen &
Duncan 1990).



Brucella melitensis

B. melitensis postihuje pfedev§im reprodukéni trakt ovei a koz a infekce
je charakterizovana potratem, zadrZzenou placentou a v mensi mife poruchou plodnosti.
ProtoZe potrat je jedinym piiznakem, ktery indikuje infekci B. melitensis, pouZivaji se
sérologické testy k potvrzeni bruceldzy u podezielych zvitat. Nékteré zemé eradikovaly
brucelézu u malych prezvykavel pravé diky sérologickym testim a porazce pozitivné
reagujicich zvifat. Nicméné, mnoho dalSich zemi bojuje se znovu propukajici nadkazou,
napiiklad vétSina sttedomoiskych zemi se diky velkému mnozstvi stdd ovci a koz
opakované setkava s nakazou vyvolanou B. melitensis, u které uznavame tii biovary,
kdy nejcastéji detekovanym je biovar 3.

Patologicky je infekce B. melitensis u ovci a koz velmi podobna infekci B. abortus
u skotu. U biezich zvifat bakterie napadaji délohu a mnozi se v placenté a plodu.
To obvykle vede k potratu nebo k narozeni infikovanych jehnat ¢i kiizlat a vyluCovani
brucel do prostfedi, avSak pouze mala ¢ast jehnat je infikovana jiz v d€loze, tudiz vétSina
infekci vyvolanych B. melitensis je pravdépodobné ziskana prostiednictvim mleziva
nebo mlékem. Vylu€ovani brucel v déloZznim a vaginalnim vytoku, mléce a moci
je nejveétsi v prvnich dnech po potratu ¢i porodu. Vylu¢ovani do poSevni tekutiny a moci
mize trvat 4-6 mésici. Ovce mohou vylucovat brucely do mléka 1-3 tydny,
ale v nékterych ptipadech muze vylucovani pokracovat az 6 mésici. Kozy mohou

vylucovat brucely do mléka po dobu jednoho roku nebo déle (Garin-Bastuji et al. 1998).

Brucella neotomae

V roce 1957 Stoenner a Lackman izolovali z kie¢ka poustniho (Neotoma lepida)
organismus, ktery se na zaklad¢ jeho chovani pfi diferencidlnim barveni na médiu,
narocich na COz a produkci HzS, rozhodli povazovat za novy druh Brucella, pro ktery
navrhli nazev Brucella neotomae (Stoenner & Lackman 1957). Zprvu se predpokladalo,
ze jedinym hostitelem pro tento druh mize byt pouze Neotoma lepida, nacez se jen malo
navazujicich studii vénovalo laboratornim pokusim na moréatech a mysich. Zadna
ze studii vSak nepocitala s pravdépodobnosti pienosu na ¢lovéka a B. neotomae byla
zatazena mezi brucely bez zoonotického potencialu (Gibby & Gibby 1965).

B. neotomae se pro svou diive piedpokladanou ,,neskodnost” stala predméetem
vyzkumu jako modelovy organismus rodu Brucella a bylo ptedpokladano, ze posune

kuptedu vyvoj vakciny proti bruceléze pouzitelné nejen u zvifat, ale i u ¢loveéka.
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Prozatimné se pouzivali oslabené zivé kmeny B. abortus a B. melitensis jako vakciny pro
tlumeni brucelézy v domestikovanych zviratech, nicméné pro ¢lovéka jsou nevhodné,
nebot’ mohou vyvolat onemocnéni 1 u jedincti se zdravym imunitnim systémem
(Schurig et al. 2002). V roce 2011 byla zvetejnéna studie, jejiz cilem bylo zjistit, zda Ize
Brucella neotomae, o niz neni znamo, Ze by zpisobovala onemocnéni i u svého
specifického hostitele, vyuzit pro vyvoj vakcin proti bruceldze u zvirat i lidi. B. neotomae
a jeji rekombinantni kmeny byly vystaveny gama zafeni a pouzity jako vakciny pro uméle
infikované laboratorni mysi. VSechny tii vakciny vyvolaly tvorbu antigenné specifické
protilatky a vakcinované mysi vykazovaly vyznamnou odolnost proti napadeni virulentni
B. abortus, B. melitensis a B. suis. Tyto vysledky ukazaly, ze B. neotomae by byla slibnou
pro vyvoj bezpe¢né a Gi¢inné vakciny proti lidské bruceloze (Moustafa et al. 2011).

V roce 2008 byl vykultivovan izolat ze vzorku mozkomiS$niho moku ziskaného
od 64letého pacienta v San José v Kostarice s diagnostikovanou brucel6zou projevujici
se neurologickymi ptfiznaky. V roce 2011 se podobny ptipad vyskytl u 51letého pacienta
Vv jiné ¢asti v Kostariky. Detailngjsi analyza pomoci multiplex PCR a analyza lokust
ukazala, ze oba izolaty odpovidaji B. neotomae (Suarez-Esquivel et al. 2017).

Vzhledem k tomu, Ze B. neotomae nebyla do té doby povazovana za zoonotickou,
mohly byt n¢které predchozi piipady bruceldzy chybné diagnostikovany jako B. abortus,
ktera v Kostarice prevlada (Hernandez-Mora et al. 2017).

Brucella ovis

Bakterie Brucella ovis, ktera koluje mezi ovcemi, je vyznamnou pfi¢inou zanétu
nadvarlat a snizené plodnosti u beranil, coz ma za néasledek ekonomické ztraty. Ackoli je
tento organismus pfilezitostné spojovan také s potraty a zvySenou umrtnosti v prub¢hu
bfezosti, jeho pisobeni je primarné zaméfeno na samce. Berani mohou byt trvale
infikovani a pienaSet B. ovis na jiné samce. EXperimentalné bylo prokazano,
ze k pfirozenému ptenosu infekce z berana na berana dochéazi snadno v obdobi pafeni
a také pii prehanéni berant izolované od bahnic. Bahnice jsou vici infekci relativné
odolné, a pokud se nakazi, jsou schopny se organismu zbavit za relativné kratkou dobu
(Buddle 1956). Experimentalni infekce vSak byly zaznamenany i u koz, ovce tlustorohé
(Ovis canadensis) a jelent evropskych (Cervus elaphus) (Burgess et al. 1985, Ridler et
al. 2011, McCollum et al. 2013). Na rozdil od jinych druhd rodu Brucella, B. ovis ziejmé

neinfikuje ¢loveka.
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Brucella suis

Viz kapitola 3. Brucella suis

Brucella ceti

Od poloviny 90. let 20. stoleti byly z moiskych savct izolovany bakterie
charakteristicky pfipominajici kmeny Brucella. Jejich zatazeni do rodu Brucella bylo
podpofeno shodnymi charakteristikami a pfibuznosti s popsanymi druhy rodu. V roce
2007 bylo dvacet osm evropskych izolati rodu Brucella z motskych savct rozdéleno
od uznanych druhii podle zpisobu vyuziti substrat, na zadkladé molekularnich metod
a rozdili v metabolismu do dvou skupin, jejichz preferovanymi hostiteli jsou kytovci
a ploutvonozci. Pro tyto nové uznané izolaty byly navrzeny nazvy Brucella ceti a Brucella
pinnipedialis (Foster et al. 2007).

B. ceti byla dosud identifikovana u kytovcu (Cetacea) v zastupcich obou podiadd,
jak u kosticovetr (Mysticeti), tak ozubenych (Odontoceti). Sérologické prazkumy
ukézaly, Ze bruceloza kytovel mize byt v ocednech rozSifena po celém svéte.
Podle preferovaného hostitele a biologickych vlastnosti byly rozpoznany tii podskupiny
B. ceti: delfini, svinusi a lidska (Guzman-Verri et al. 2012). Zatim byl doloZen pouze
pienos na ¢loveka z jednoho piipadu na Novém Zélandu a ze dvou ptipadt v Peru (Sohn
et al. 2003; McDonald et al. 2006). Nakazy pochazely pravdépodobné z konzumace
syrovych moftskych plodil a pfifazeni izolatu probéhlo aZ retrospektivné spolu s izolatem
z potraceného plodu delfina skakavého chovaného v akvariu v San Diegu v Kalifornii
(Guzman-Verri et al. 2012).

Infekce B. ceti u kytovcd vyvolava komplexni onemocnéni charakterizované
poskozenim riznych tkani a orgénd, jako jsou slezina, jatra, srdce, kostni dfei, plice,
kosti, mozek, mlécnd zlaza a varlata. U bfezich zvitat vyvolava bakterie potrat v disledku
invaze do placenty a tkani plodu. Jinak se projevuje jako tzv. neurobruceloza kytovct
a je Castou pricinou uviznuti na meél¢in€, protoze zpuisobuje dezorientaci, nekoordinované
plavani, poruchy vztlaku a tim zpisobenou smrt (Gonzalez-Barrientos et al. 2010).

Pfenos mezi jedinci se pravdépodobné uskutecnuje vertikdlni i horizontalni
cestou. Vertikalni ptenos je dolozen diky identifikaci B. ceti v mléce, tkanich a sekretech
biezich samic a jejich plodi (Jauniaux et al. 2010). Zevni vylouceni placentalni a plodové
tkan¢ do prostfedi mize znamenat, ze B. ceti se potencialné mize prenaset i horizontalni

cestou z jednoho jedince na druhého. Navic umisténi bakterii v konkrétnich organech
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naznacuje moznost pienosu pohlavnim stykem (Hernandez-Mora et al. 2008).
V neposledni fadé by nemél byt podcenén ani mozny nepiimy pienos prostiednictvim
plicnich parazitti U nichZ byla identifikovana Brucella spp. bez upfesnéni konkrétniho

kmenu v dobé pted zatazenim B. ceti do nomenklatury (Perrett et al. 2004).

Brucella inopinata

V roce 2005 byla hospitalizovana 71leta pacientka s hore¢kou, nizkou hladinou
krevniho tlaku, leukocytézou a zanétem v okoli pravého prsniho implantétu.
Po odstranéni implantatt byly analyzovany vzorky krve a tekutiny z rany. Gramnegativni
kokobacil byl izolovan na agaru ze vzorku tekutiny z rany. Izolat BO1 byl podroben
souboru mikrobiologickych, biochemickych a molekularnich analyz, pii kterych
vykazoval znaky rodu Brucella, ale lisil se od vSech dfive popsanych piislusnikti tohoto
rodu (De et al. 2008). Pii pouziti druhové specifického multiplexniho PCR testu
vykazoval kmen BO1 jedine¢ny vzor a z fenotypové a molekularni analyzy bylo patrné,
ze kmen BOI1 se jednozna¢né odlisuje od vSech ostatnich druhd rodu Brucella,
a proto byl oznacen jako doposud nepopsany druh v ramci rodu Brucella. Vzhledem
k jeho ptekvapivé izolaci byl navrzen nazev Brucella inopinata neboli ,,neo¢ekavany*
(Scholz et al. 2010).

0.002

Obrazek ¢. 4: Fylogeneticka rekonstrukce vztahti mezi Brucella spp. a izolatem BO1
(zdroj: De et al. 2008)
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Doposud neni znam zdroj nakazy ani ptirozeny hostitel B. inopinata a jen nékolik
malo dal$ich studii popisuje nalez podobného patogenu, nikoliv vSak stejného. Zavadejici
jsou 1 hostitelé téchto pravdépodobné bruceldznich organismii, nebot’ se jedna o zastupce
obojzivelnika (Amphibia) (Eisenberg et al. 2012; Soler-Lloréns et al. 2016; Glabman et
al. 2021). Pripady infekci zplsobenych brucelami u obojzivelnikti vykazuji rozli¢né
patologické stavy od asymptomatickych stavii az po patogenni stavy s vysokou
mortalitou, coZz naznacuje, Zze Brucella muze byt komenzalnim mikroorganismem

nebo oportunnim patogenem obojzivelnikil (Miihldorfer et al. 2017).

Brucella microti

B. microti je druh bakterie poprvé izolovany z hrabose polniho (Microtus arvalis).
Prvni dva izolaty (CCM 4915" a CCM 4916) byly kultivovany ze vzorki béhem epizootie
v okrese Bfeclav na jizni Moravé v roce 2001 a byly podrobeny taxonomickému
zkoumani. Izolaty bylo mozné jasné odliSit od vSech zndmych druhl brucel a jejich
biovari pomoci fenotypovych i molekuldrnich vlastnosti, a proto pro n¢ byl navrzen
nazev Brucella microti (Scholz et al. 2008). Organismus se vyznacuje rychlym ristem
na standardnich substratech a vysokou metabolickou aktivitou, ktera je pro brucely

netypickd (Hubalek et al. 2007).

B.ovis ST13
B. abortus ST6 (bv3, Tulya)

B. microti
MM Brucella ST24

MM Brucella ST23 B. neotomae ST22

MMBrucella ST26

MM Brucella ST27
MM Brucella ST25 B. abortus ST3 (bv7)
B. abortus ST4 (bv6)
B. abortus ST1 (bv1, 2, 4)
B. suis (bv2) ST16 89

B. suis (bv2) ST15

B. abortus ST2 . _
(bv3, 5,7,9) B. abortus ST5 (vaccine strains)

94{ B. suis ST14 (bv1)

B. suis (bv3, 4) ST17
B. canis ST20

B. suis (bv4,
bvd):sTe B. canis ST21

B. melitensis (bv1, 2, 3) ST11
B. melitensis ST9 (bv3, Ether)

8. melitensis (bv1) ST12 65 B. melitensis ST8 (bv1, 2, 3)

B. melitensis (bv1) ST10
0.0005 B. melitensis ST7 (bv1, 2)

Obrazek ¢. 5: Fylogeneticka rekonstrukce vztahti mezi Brucella spp. a B. microti
(zdroj: Scholz et al. 2008)
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Na zakladé blizké fylogenetické ptibuznosti Brucella spp. a Ochrobactrum spp.
a vysoké metabolické aktivity B. microti byla zkoumana hypotéza, ze reservoar této
bakterie se mize nachazet v pudé. Vysetfenim vzorkd pudy odebranych v oblasti prvni
izolace v blizkosti nor bylo zjisténo, Ze B. microti dokaze ucinné piezivat v pude obyvané
svym pivodnim hostitelem a lze ji izolovat 1 Sest mésicti po odbéru pii skladovani
pti 4 °C. Toto zjisténi naznacuje, ze pida by mohla fungovat jako rezervoar infekce,
nicméné zda je také primarnim biotopem B. microti stale zistava pifedmétem vyzkumu

(Scholz et al. 2008).

Brucella papionis

B. papionis byla poprvé detekovana u 13leté samice paviana (Papio spp.),
ktera byla odchycena ve volné piirodé v roce 1999 v Tanzanii a dovezena do chovné
stanice v USA. Jeji Ctvrta biezost v zajeti skonéila po 117. dnech potratem bez vylouéeni
placenty. Byl ji odebran stér z délozniho hrdla a vzorek krve. Kultivace byla pozitivni
na Brucella spp. a Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli. Pii prohlidce zvifete
byla odhalena zvétsena déloha a nasledné ultrazvukové vySetieni potvrdilo zadrzenou
placentu. U druhé¢ samice z jiné lokality doslo k potratu jiz v 98. dni bfezosti, nacez byla
samice utracena a pii pitvé byla zjisténa zvétSena dé€loha s hnisavym vytokem.
Izolaty (F8/08-60" a F8/08-61) z obou zvitat vykazovaly charakter dosud nepopsaného
druhu rodu Brucella (Schlabritz-Loutsevitch et al. 2009).

Rozsahlé fenotypové a genotypové analyzy prokézaly, Ze izolaty F8/08-607
a F8/08-61 patii do rodu Brucella, ale jsou jasné odlisné oproti vS§em uznanym druhdm
tohoto rodu, a tak jim byl navrzen nazev respektujici jejich ptivod (Whatmore et al. 2014).

Brucella pinnipedialis

B. pinnipedialis byla jako samostatny druh navrZena spole¢né s B. ceti.
Zpusobuje infekce a souvisejici onemocnéni predev§im u ploutvonozeu (Pinnipedia).
Prvni popsany izolat NCTC 128907 byl odebran ze sleziny tulené obecného
(Phoca vitulina) (Foster et al. 2007).

Prozatim neni zcela objasnén pienos, nebot’ na rozdil od jinych druhi Brucella,
testy neodhalily vertikdlni pienos patogenu u testovanych tulend kuzelozubych
(Halichoerus grypus) ani tulent obecnych (P. vitulina) (Kroese et al. 2018). Usuzuje se,

ze prenos je zprostfedkovan vykaly, moc¢i a Gstnimi sekrety nebo i motskymi rybami
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¢i bezobratlymi. Tyto nedostatky poukazuji na dilezitost pochopeni epizootologie této
bakterie (Lambourn et al. 2013).

Nedostate¢né popsana je i patogenita bakterie v populacich tuleni. Histologické
nalezy z pozitivnich zvitat vykazuji patologické zmény ve vzorcich respiracni tkane,
ale dosud nebylo mozné vyloudit, ze se nejedna o dusledek napadeni plicnimi Cervy,
které doprovazi pritomnost B. pinnipedialis. Taktéz se neda absolutné popsat vliv
na reprodukci zvifat i pres klesajici trend porodnosti nékterych druhti jako je tomu
u ¢epcola hiebenatého (Cystophora cristata) i pies detekci bakterie v jejich organismu
(Nymo et al. 2011).

Brucella vulpis

Liska obecna (Vulpes vulpes) je znamym hostitelskym druhem brucelézy.
Dva atypické kmeny byly izolovany z lymfatickych uzlin liSek ulovenych ve vychodnim
Rakousku v roce 2008. Oba kmeny aglutinovaly s monospecifickym anti-brucelovym
sérem A, avSak liSily se atypickymi znaky od dosud popsanych druhii. Ptislusnost k rodu
Brucella byla potvrzena az sekvenovanim genu 16S rRNA (Hofer et al. 2012).
Pro stanoveni jejich taxonomickeé ptislusnosti a pfibuznosti s ostatnimi zastupci rodu byly
provedeny dalSi fenotypové analyzy a celogenomové sekvenovani obou kment.
Na zékladé vysledkii analyz bylo potvrzeno, ze kmeny F60" a F965 piedstavuji zcela
novy druh rodu Brucella (Scholz et al. 2016).
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3. Brucella suis

B. suis je gramnegativni kokobacil z ¢eledi Brucellaceae. V soucasné dobé¢ je
znamo pét biovaru s riznymi preferencemi hostiteld. B. suis biovary 1, 2 a 3 se obvykle
vyskytuji u prasat. Biovar 4 se vyskytuje u sobil a karibu. Biovar 5 byl zjistén pouze

u hlodavcu.

3.1 Geneticka charakteristika

Bylo prokazano, ze kmeny biovart B. suis se li§i po¢tem a velikosti chromozomtl.
B. suis bv 1 ma dva chromozomy o velikosti 2,1 Mb a 1,15 Mb (Tae et al. 2011), podobné
jako ostatni Brucella spp. Dva chromozomy byly pozorovany také v genomu B. suis bv
2 a 4, ale o velikosti 1,85 Mb a 1,35 Mb, zatimco u B. suis bv 3 byl nalezen pouze jeden
chromozom o velikosti 3,1 Mb, na jehoz zaklad¢ bylo navrzeno, ze rizné kmeny brucely
se vyvinuly z pfedka s jednim kruhovym chromozomem (Jumas-Bilak et al. 1998).

Analyza genomu ukazuje, Ze oba chromozomy maji pravdépodobné odlisny
evolu¢ni piivod. Chr I se podoba klasickému bakteridlnimu kruhovému chromozomu
s pocatkem replikace v blizkosti shluku genii slozeného z dnaA, dnaN a recF. Naproti
replikace RepC a rozdé€lovacich proteinit RepA a RepB, které jsou obdobné konstruované
jako replika¢ni geny z Ti plazmidia Agrobacterium a plazmida Rhizobium spp. (Paulsen
et al. 2002).

3.2 Vyskyt

V Africe jsou informace o bruceléze prasat zptusobené B. suis omezené,
pravdépodobné je to dusledek malé populace prasat na kontinentu a nedostatku
epidemiologickych studii. Bruceldza prasat byla hlasena v n€kolika statech, jedna se
o hlaseni spise ojedin€la, ale naznacujici pfitomnost B. suis v subsaharské Africe,
ale blize se neda specifikovat biovar (McDermott & Arimi 2002). Za zminku stoji i nalez
Vv egyptském chovu skotu, kde se podatilo detekovat B. suis bv 2 (Menshawy et al. 2014).

Jihoamerickd prevalence je Siroce popsana, jak u domestikovanych prasat,

tak divokych zvifat. NejrozSitenéjSim je zde biovar 1, ktery se hojné vyskytoval
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v brazilskych chovech prasat (Meirelles-Bartoli et al. 2012), ale podafilo se ho detekovat
I vdivoce zijicich zvifatech jako naptiklad u pasovce S$tétinatého (Chaetophractus
villosus) v argentinské oblasti La Pampa (Kin et al. 2014) nebo pekari paskovaného
(Pecari tajacu) ve Venezuele (Lord & Lord 1991).

V Asii se ziejmé B. suis vyskytuje v nékterych ¢astech stfedni a jihovychodni
Asie, pfi¢em? nejvétsi ekonomicky dopad ma v Cinské lidové republice, a to z divodu
vysoké produkce vepiového masa (Deqiu et al. 2002). Nejéastéji jsou detekovany biovary
1 a 3, které vedou ke sporadickym epidemiim, kde jsou hlavnim zdrojem ndkazy skot
a prasata (Jiang et al. 2012).

Australie jako rizikovy faktor brucelozy, zptisobené B. suis, oznacila lov divokych
prasat. Pfevazné za to muze zvySeny pocet hlaseni infekce u pst, kteti se pfimo ucastnili
lovu, anebo byli krmeni syrovym masem ulovenych prasat (Mor et al. 2016).

V Severni Americe se populace divokych prasat pfirozenou cestou nadmérné
rozrustaji. V USA se odhaduje, ze populace divokych prasat v nejméné 38 statech
ptesahuje pocet 5 miliont jedinct. Kviili ekonomickému vyznamu chovu prasat a skotu
je dulezité pro vétSinu statl drzet si status prosté zemé i1 pravidelnym testovanim,
jehoz vysledky jasné poukazuji na rozsiteni biovart 1 a 3 (Pedersen et al. 2014).

Jedinym kontinentem, kde prevlada B. suis biovar 2 je Evropa. Nejvétsim
rezervoarem jsou zde prase divoké evropské (Sus scrofa scrofa) a zajic polni (Lepus
europaeus). V disledku toho mohou byt tato zvitata zodpovédna za ptenos B. suis bv 2
na extenzivné chovana prasata (Abril et al. 2011). Jedinym evropskym statem, kde byl
detekovan B. suis bv 3, je Chorvatsko (Cvetnic et al. 2009).

3.3 Prenos

Infekce B. suis je zpasobena ptedev§im pohlavnim pifenosem bé&hem pafeni
nebo inseminace a jeji vyssi prevalence v reproduk¢nich organech, nez v jinych organech
naznacuje, ze pii jejim prenosu hraje hlavni roli pohlavni sekret (Pilo et al. 2015).
Mlad’ata se mohou patogenem infikovat in utero nebo od kojici samice, ktera vylucuje
bakterie do mléka. Dale se pfenasi pozitim potracenych plodl, plodovych obalt,
kontaminované potravy nebo piimym kontaktem s poskozenou tkani (Franco-Paredes et
al. 2017).
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Prozatim se neda potvrdit ani vyloucit ptenos B. suis skrz vektor. B. melitensis
a B. abortus byly detekovany v ¢lenovcich jiz v roce 1954, kdy se je podatilo extrahovat
z klistat Dermacentor nuttalli a Hyalomma marginatum na farmach v okresech
Sovétského svazu, kde se vyskytla ohniska brucelozy skotu (Pritulin 1954). V nedavné
dobé se podatilo ob& bakterie detekovat i v Dermacentor marginatus pti odbérech
v asijskych chovech skotu. Béhem studie byl vypozorovan skrz vajicka a larvy
D. marginatus transovarialni pienos (Wang et al. 2018). Lze tedy diskutovat,
zda se takovy pienos da pozorovat v piipadé B. suis. Potencialné by se dalo spekulovat,
ze pro tento pfenos by v podminkdch stfedni Evropy byl vhodny pijak luzni
(Dermacentor reticulatus), ktery je vektorem bakterie Francisella tularensis (Wojcik-
Fatla et al. 2015; Hubalek et al. 1998).

3.4 Patogeneze

B. suis se obvykle dostava do hostitele prinikem pfes sliznice a je transportovana
bud’ volné nebo ve fagocytarnich buitkkach do lymfatickych uzlin, kde dochézi k poc¢atecni
replikaci a naslednému $ifeni po celém téle. Bakterie se zpocatku lokalizuji ve fagocytech
v membranové vazaném kompartmentu (fagozomu), kde okyselené prostiedi iniciuje
sekrecni systém typu IV (T4SS) kdédovany operonem virB, ktery narusuje fagozomalni
zrani (Rouot et al. 2003). Tento proces také neutralizuje pH kompartmentu, coz vede
k modifikovanému, nezrajicimu fagozomu (,,brucellosomu®), ktery se nespojuje
s lyzozomy, které by v normalni ptipadé provedly degradaci zralého fagozomu (Cutler et
al. 2005). Prekonanim nepfimé imunity se bakterie dostane do endoplazmatického
retikula (ER), kde se vyhne hostitelské imunitni reakci a pfipoji se na vezikularni
intracelularni transport mezi ER a Golgiho aparatem, ¢imz si vytvofi vhodnou pozici

pro replikaci (Fugier et al. 2009).

3.5 Infekce u zvirat

3.5.1 Inkubaéni doba

Pokud se samice nakazi prostfednictvim pfirozeného rozmnozovani, objevi se

ruzné€ zévazné zanéty placenty jiz po 21. dni biezosti. Ty mohou zpiisobit odumieni
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embrya a jeho vyloucéeni v placentarnich tkanich, coz je pro chovatele jen ziidkakdy
odhalitelné. Prvnim projevem Casného potratu mtize byt az navrat k fiji ve zhruba 40. dnu
po prirozené plemenitbé. Na zaklad¢ pokust 1ze rovnéz ocekavat, Ze infekce po 40. dni
biezosti vede k potratim v obdobi od poloviny do konce gravidity. V pfirodnich
podminkach jsou aborty spojeny s infekci mezi 50. a 100. dnem biezosti. Mén¢ Casté jsou
ptipady, kdy samice porodi mrtvé nebo slabé potomky mezi 100. a 110. dnem bfezosti.
Uteralni infekce nejcastéji pretrvava nejdéle 40 dni po abortu, ale v ojedinélych ptipadech

mize byt pozorovana az 36 mésict (Olsen & Tatum 2017).

3.5.2 Klinické projevy

NejcastéjSimi  klinickymi pfiznaky jsou reprodukéni ztraty, které mohou
zahrnovat potraty, narozeni mrtvého plodu, narozeni slabych selat a snizeni velikosti
vrhu. Muze se také objevit otok varlat, zanét nadvarlat, ochrnuti zadnich koncetin

nebo zanét kloubu (Cilia et al. 2021).

3.5.3 Lécba

Experimentalné nejucinnéjs$i se prokazala kombinovana lécba veterinarnim
antibiotikem tildipirosinem a Sirokospektralnim tetracyklinovym antibiotikem
oxytetracyklinem (Dieste-Pérez et al. 2015).

Mozny rozvoj rezistence vici antibiotikiim, zvySené naklady na lécbu a existence
pravnich ptedpist branicich jejich pouziti vedly k obecnému ndzoru, Ze bruceldza zvitat
by se neméla léCit antibiotiky. Nicméné Svétova zdravotnickd organizace (WHO)
doporucuje pro lécbu lidské brucelézy kombinovanou terapii tetracyklinovymi

antibiotiky se streptomycinem nebo tetracykliny s rifampicinem (Ariza et al. 2007).

3.5.4 Prevalence

Prevalence dosahuje od nékolika malo procent az do 45 %. Pti zavleCeni dochazi
k nartstu klinickych pfiznakdi a umrtnosti pfed odstavem. Pokud je vSak pocatecni
prevalence v ramci chovu nizka, doporucuje se pouze vytazeni jedincti z chovu. Odhadem

by pfi testovani kazdé 4 mésice bylo ohnisko s 200 pocatecnimi infikovanymi zvitaty
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eradikovano ve 4 kolovém testovani bez ohledu na velikost farmy (Dieste-Pérez et al.

2016).

3.6 Brucella suis jako biologicka zbran

Infekce mezi pracovniky jatek a laboratofi naznaCovaly, Ze brucely jsou
mimoftéadné infekéni i prostfednictvim aerosolu. Odhadem k vyvolani onemocnéni u lidi
sta¢i vdechnuti 10 az 100 bakterii. To vedlo k tomu, Ze nékteti pokladali brucely za nosice
vhodné k pouziti v biologickém arzenalu (Christopher et al. 2005). Spojené staty
americké si v dob€ rozmachu biologickych zbrani vybrali praveé B. suis jako potencialné
nebezpeénou zbran. V roce 1952 probéhly rozsahlé testovaci operace s nalozemi
obsahujicimi B. suis, nacez byly tyto naloze vyrabény v nov€ postaveném vojenském

prostoru Pine Bluff Arsenal v Arkansasu (Pappas et al. 2006).

3.7 Diagnostika

Sérologické vySetfeni je chapano jako primarnim standardem pro diagnostiku
brucelozy prasat. B. suis exprimuje dva lipopolysacharidy (LPS) A a M, které jsou
antigenné odlisné a Brucella spp. se jednotlivé lisi v exprimaci LPS. Béhem testovani
se pouzivaji monoklonalni protilatky proti A- nebo M-LPS. Pro srovnani, monoklonalni
protilatky proti antigenu M se nevazi na kmeny B. abortus (dominantni A)
a monoklonalni protilatky proti antigenu A nerozpoznavaji kmeny B. melitensis
(dominantni M) (Douglas & Palmer 1988). Sérologické testy pouzivané pro B. suis
zahrnuji nepfimy nebo kompetitivni test ELISA, Rose Bengal test (antigenni test
na Brucella spp.), komplement fixa¢ni test a fluorescen¢ni imunoanalyzu (FPA) (Ferris
et al. 1995). Sérologie mize pomoci identifikovat infikované stado, ale u jednotlivych
zvitat se nepovazuje za spolehlivou. Publikace uvadéji, Ze sérologické testy byly schopny
identifikovat pouze 52 % pfirozené infikovanych divokych prasat jako séropozitivni
(Pedersen et al. 2014).

B. suis lze také diagnostikovat pomoci PCR. V literatuie byla popsana fada testt
PCR, nejprve testy rozliSovaly pouze mezi Brucella spp. (Ratushna et al. 2006) a nasledné
zdokonaleni testt PCR umoznilo typizaci biovard v ramci Brucella spp. véetné B. suis

(Ferraobeck et al. 2006).
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4. Cile prace

Mnohé bakterie rodu Brucella patii mezi nebezpeéné lidské i zvifeci patogeny
a n¢které z nich jsou dokonce pocitany mezi potencionalné vyuzitelné biologické zbrané.
Jednim ze zastupcti rodu Brucella je i bakterie Brucella suis. U domacich zvitat byla tato
bakterie v Evrop¢ eradikovéana. Lidé se ale mohou nakazit pravé od voln¢ zijicich zvifat,
ktefi slouzi jako rezervoar pro tuto bakterii. B. suis byla v minulosti opakované
detekovana u riznych druht lovné zvére napiic Evropou. Informace o jeji prevalenci

v Ceské republice jsou ale omezené. Cilem této prace je proto rozsifit naSe znalosti

o prevalenci B. suis v rezervoarovych zvitatech v Ceské republice.
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5. Metodika a material

5.1 Lokality

Sbér vzorkd v lokalitach Skrben, Biezi, Slapanice, KnéZice a Miroslav byl fizen
skrze mistni myslivecka sdruZeni, zatimco v lokalité Kostelec nad Cernymi lesy byly
vzorky sbirany na pozemcich Skolniho lesniho podniku Ceské zem&dé&lské univerzity,
a to ve spolupraci s Fakultou lesnickou a dievaiskou.

Obec Skrbeii se nachazi v Olomouckém kraji, obec Kostelec nad Cernymi lesy

ve Sttedoteském kraji, obec Biezi a mésta Slapanice a Miroslav v Jihomoravském kraji

a jako posledni obec Knézice v Kraji Vysocina.
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Obrazek ¢. 6: Mapa lokalit vyuzitych pro sbér vzorkt

5.2 Sbér a uskladnéni vzorku

Odbér krve probihal z tél jiz usmrcenych zvitat v riznych lokalitdch béhem dvou
loveckych sezon v letech 2021 a 2022. Pro transport vzorkl do laboratofe byly pouzity
chladici boxy, z kterych se material ptesunul do chladiciho zatizeni o teploté -20°C.

Pro praci bylo pouzito 133 vzorkid odebranych zulovenych zajici polnich
(Lepus europaeus) a 48 vzorku z prasat divokych (Sus scrofa). Pocet vzorkt testovanych

na B. suis podle lokalit a loveckych sezon je uveden v Tabulce €. 2.

-22-



Tabulka ¢. 2: Pocet vzorkt testovanych na B. suis podle lokalit

Zdroj vzorku Lokalita Pocet vzorku L0v§cka
sezona
Biezi 18
Knézice 21
zajic polni (L. europaeus) Miroslav 65 2021/2022
Skrbeni 5
Slapanice 24
prase divoké (S. scrofa) | Kostelec nad Cernymi lesy 48 2022/2023

5.3 Extrakce DNA

Zpracovani vzorku probihalo vyhradné v Laboratofi pro detekci a charakterizaci
patogent na CZU v Praze v prvnim podzemnim podlazi pavilonu T, kter4 je certifikovana
jako laboratot pro praci se vzorky s biologickym rizikem na Urovni BSL2. Samotna
extrakce DNA byla provedena pomoci sady DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN).

Krevni séra byla nejprve vyjmuta z mraziciho zatfizeni a ve stojanu ponechdna
do dosazeni pokojové teploty. Do centrifugacnich zkumavek o objemu 1,5 ml bylo
napipetovano 20 pl proteinazy K, ke které bylo néasledné ptidano 50 pl krevniho séra.
Cely objem zkumavky byl doplnén na 220 pl pomoci zfedéného fosfatového pufru PBS.
Do smési bylo ptidano 200 pl roztoku Buffer AL a cely objem byl intenzivné promichan.
Nasledné byl obsah zkumavky inkubovan pti 56 °C po dobu 10 minut, ¢imz se docilila
degradace bilkovin a naruSeni bun€k pomoci proteinazy K a doslo k vyplavovani
nukleovych kyselin. Po uplynuti pozadované doby inkubace bylo do vzorku piidano
200 pl 96% ethanolu pro ukonceni biochemickych reakci a obsah byl opét
homogenizovan pomoci vortexu.

Vzorky byly pieneseny do novych zkumavek s kiemicitym filtrem a sbérnou
nadobkou 0 objemu 2 ml pomoci pipety a odstfedény v centrifuze pii 8000 otackach
za minutu (rpm) po dobu 1 minuty. Béhem odstfed’ovani se na kfemicitém filtru uchytila

DNA z lyzatu a necistoty byly vneseny do sbérné nadobky, proto bylo nutné po odsttedéni
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sbérnou nadobku s prutokem odejmout a nahradit nadobkou novou. Nasledné bylo
do vzorku napipetovano 500 pl roztoku Buffer AW1, jehoz ucelem je vydistit na filtru
uchycené nukleové kyseliny od prebytecného bunécného materidlu. Smés byla opét
odstfedéna pii 8000 rpm po dobu 1 minuty a vysledny prutok byl ze sbérné nadobky vylit.
Poté byl postup zopakovan s roztokem Buffer AW?2 o stejném objemu a 14 000 otackach
po dobu 3 minut.

Nasledn¢ byla svrchni ¢ast s filtrem, kde se nachazela izolovana DNA, pfenesena
do nové 1,5 ml zkumavky a pomoci pipety bylo naneseno 200 ul roztoku Buffer AE pfimo
na membranu filtru. Smés byla ponechana inkubaci pii pokojové teploté¢ po dobu
1 minuty. Nasledna finalni centrifugace pii 8000 rpm po dobu 1 minuty zajistila, Zze Buffer
AE pfi pfechodu skrz filtr navézal izolovanou DNA. Filtry byly po odstfedéni vyhozeny
a zkumavky s vyslednym eluatem DNA uchovany pro nadchazejici testovani v mrazim

zatizeni pfi teploté -20°C.

54 PCR

Pro vyzkum provedeny v této praci byla vybrdna metoda standardniho PCR.
Zahrnuje pouziti jedné sady primert v postupu sestaveného na zaklade védecké publikace
autor. Hénsel et al. (2015) a efektivniho pouziti primeru. Provedeny postup se
od ptivodniho postupu uvedeného v referenci 1isi, nebot’ nebyla pouzita sonda a metoda
gPCR. Byl tedy analyzovan az vysledny produkt pomoci gelové elektroforézy.

Vybrané primery cili na 106 bp dlouhy fragment lokusu BS1330 110657
kodovaného na chromozomu 2. Pozitivni nalez lze zaznamenat u vSech Brucella spp.,
ale amplikon pro ostatni brucely by byl kratsi nez pro B. suis bv 1-4, pro které se primery
stavaji specifické pti pouziti jiz zminované sondy. U Brucella spp. a B. suis bv 5 vede
k velikosti fragmentu 89 bp, zatimco pro B. suis bv 1-4 dosahuje fragment velikosti
106 bp (Hansel et al. 2015).

5.4.1 Pouzité primery

v

V Tabulce €. 3 jsou popsany primery, které byly pouzity béhem vyzkumu.
Pro jednotlivé primery je uveden jejich nazev, sekvence, velikost amplikonu a teplota

nasedani.
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Tabulka ¢. 3: Primery pouzité pro detekci Brucella suis

Velikost Teplota
Nazev )
) Sekvence (5¢-3¢) amplikonu nasedani
primeru
(bp) (°C)
B.suisF GCC AAA TAT CCATGC GGG AAG 106 64,5
B.suisR TGG GCATTC TCT ACGGTG TG 106 64,5

5.4.2 Reakéni mix

Pro vyhotoveni PCR reakce je dulezitou soucasti reakéni smés, kterd zajisti
spravny prubéh. Pro tento vyzkum byl zvolen PPP Master mix (BioTop),
ktery piedstavuje idealni feSeni, protoze obsahuje nejen Taq polymerazu, ale i veskeré
reakéni pufry a Mg?* ionty ve formé MgCl,. Vyrobcem je dodavan 2x koncentrovany,
tudiz po ptidani templatové DNA, primerac a PCR H>O dojde k namichani
pozadované vysledné koncentrace 1x. Slozeni vysledného mixu na jeden vzorek je
uvedeno v Tabulce ¢. 4.

Ptiprava vzorkt pro vstup do PCR probihala v lamindrnim boxu, aby se pfedeslo
nezadouci kontaminaci analyzovanych vzorkli pfipadnou nezddouci DNA,

ktera by mohla zkreslit vysledek.

Tabulka €. 4: SloZeni mixu pro PCR reakci

Slozka Objem (ul)
PPP Master mix 2x 12,5
PCR H20 9,5
Forward primer B.suisF 1
Reverse primer B.suisR 1
Templatovda DNA 1
Finalni objem 25
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5.4.3 Prubéh PCR reakce

Pro vyhotoveni PCR reakce byl pouzit ptistroj T100 Thermal Cycler (Bio-Rad).
Objem jednoho vzorku c¢inil 25 pl. Pribéh reakce a teplotni profily jednotlivych cykli
jsou zaznamenany v Tabulce €. 5.

Po zkusebnich testech pted zahajenim ostrého provozu pokusu bylo rozhodnuto
nastavit poCet opakovani na 40 cykld. Jednotlivé kroky na sebe postupné navazovaly

a cela reakce trvala pfiblizné hodinu a ptl.

Tabulka €. 5: Prehled pritbéhu PCR reakce

W

Cyklus Teplota Cas Pocet opakovani
Pocatecni _
denaturace 94 °C 1 minuta -
Denaturace 95 °C 15 sekund
Nasedani primert 64,5 °C 15 sekund 40x
Amplifikace DNA 72 °C 45 sekund
Finalni elongace 72 °C 5 minut -
Chlazeni 10 °C - -

5.5 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je vyuzivana k vizualizaci amplifikovaného produktu PCR
reakce. Principialné dochazi k separaci makromolekul a jejich fragmentd vzhledem
k jejich velikosti, tvaru ¢i naboji. Makromolekuly jsou v elektromagnetickém poli
Htazeny* skrze porovity gel. Molekuly o kratsi délce se pohybuji rychleji a migruji dale
nez delsi molekuly, protoze kratSi molekuly snadnéji migruji skrze pory gelu.
Elektroforézu na agar6zovém gelu Ize také pouzit k separaci fragmentti DNA v rozsahu
0d 40 bazickych pari az do n€kolika megabazi, ale lepsi je pro analyzu malych fragmentt.
Vzdélenost mezi pasy DNA rlznych délek je ovlivnéna procentem agardzy v gelu,

kdy vysokoprocentni gel muze zna¢né protahnout dobu vyhotoveni (Stellwagen 2009).
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Pro vizualizaci vysledki experimentu uvedeného v této praci byla vyuzita
elektroforéza na agar6zovém gelu. Gel byl pfipravovan do horizontalni formy o objemu
100 ml pomoci hiebenu s 14 hroty. Ve 100 ml TBE (Tris-borat-EDTA) pufru bylo
rozpusténo 1,5g agarozy, ¢imz vznikl 1,5% gel, do kterého se pomoci pipety vneslo 4 pl
ethidium bromidu (EtBr). EtBr se v gelu pouziva jako barvivo, jez se vaze mezi bazické
pary nukleovych kyselin, a poté reaguje na ultrafialové zareni (Waring 1965).

Po zatuhnuti gelu byla forma vloZena do boxu a zalita TBE pufrem, ktery slouzil
jako mediator pro vedeni elektrického proudu. Do jamek v gelu byly aplikovany skrze
TBE produkty PCR. Piedepsany rozdil napéti mezi elektrodami ¢inil 5 V/cm a bylo tedy
pouzito celkové napéti 95 V po dobu 60 minut. Po separaci molekul DNA byl gel vynat
a vysledky byly hodnoceny pod ultrafialovym svétlem emitovanym od fluorescen¢niho

EtBr.

5.6 Vyhodnoceni pozitivity vzorki

Pomoci elektroforézy na agarézovém gelu bylo mozné detekovat amplikony
cilené sekvence. Vzorky byly porovnavany s pozitivnim vzorkem na B. suis poskytnutym
akreditovanou laboratofi z Vojenského vyzkumného tstavu. Pozitivni vzorek se objevil
na gelu na urovni 106 bp. Konkrétni identifikace jednotlivych biovard B. suis neni touto
metodou dosaZitelné. Neni tedy vylouceno, ze vzorky budou podrobeny specifictéjSimu

testu ¢i celogenomové sekvenaci.
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6. Vysledky

Pomoci gelové elektroforézy bylo prokdzano celkem 13 pozitivnich nélezi,
které jsou uvedené¢ v Tabulce €. 6. Pocty pozitivnich vysledkii jsou znazornény
na Obrazku €. 7 a €. 8. Pozitivni nalezy jsou na gelu priikkazné jako viditelny svételny
pruh na pozici 106 bp. Piiklady prukaznosti lze vidét na Obrazku ¢. 9 a Obrazku ¢. 10

spole¢né s popisem identifika¢niho ¢isla vedenym v laboratofi.

Tabulka € 6: Pocty pozitivnich ndlezli v rdmci lokalit

Pocet Pocet
Zdroj vzorku Lokalita o pozitivnich
vzorku o
vzorku
Btezi 18 1
Knézice 21 0
zajic polni (L. europaeus) Miroslav 65 0
Skrben 5 0
Slapanice 24 1
prase divoké (S. scrofa) | Kostelec nad Cernymi lesy 48 11
Slapanice A1 | 23
Skrbert g% s
Miroslav =2 65
Knézice =2 | 21
0 10 20 30 40 50 60 70

Bpozitivni B negativni

Obrazek €. 7: Pocet pozitivné testovanych vzorku zajicti polnich v lokalitdch
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B -
Kostelec

37

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

B pozitivni ™ negativni

Obrazek ¢. 8: Pocet pozitivné a negativné testovanych vzorki prasat divokych

Obrazek €. 9: Vysledky gelové elektroforézy (6. 2. 2023) (fotografie autora)

Obrazek €. 10: Vysledky gelové elektroforézy (27.1. 2023) (fotografie autora)
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Z vysledku, byla vypocitana prevalence B. suis pro tfi lokality s pozitivnim
nalezem. Pro Biezi &inila 5,56 %, pro Slapanice 4,17 % a pro Kostelec nad Cernymi lesy
22,92 %. Pro celkovou testovanou populaci zajict polnich (L. europaeus) byla vypocitana
prevalence 1,50 %. Poméry pozitivnich k negativnim vysledkiim v ramci lokalit jsou

znazornény na Obrazku €. 11.

prase divoké-[ Kostelec 37 | 11 |
[ Slapanice 23 [1]
Skrbeti 5 0
zajic polni 4 Miroslav 65 0
Knézice 21 0
] Biezi 17 [1]
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Obrazek ¢&. 11: Prevalence B. suis u riznych hostiteld na riznych lokalitach
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7. Diskuze

Ceska republika je prosta bruceldzy viech hospodaiskych zvifat a mezi chovy
nepiedstavuje epidemiologické riziko. Pfesto je wuzitecné mit fadné poveédomi
o pravdépodobnosti kontaktu s bakterii skrze divoka zvitata a pfedchazet infekci u lidi.
Potencialni infekci jsou vystaveny piedevs§im profese ptichazejici do kontaktu s divocaky
a zajici.

U domadcich prasat se prase¢i bruceldoza vySetfuje u plemennych kanci
pted pfijetim do chovu ve stfediscich pro odbér spermatu, u zmetalky a u vsech
porazenych prasnic a kanci. Od roku 2014 do roku 2021 neeviduji organy veterinarni
spravy zadnou nakazu mezi chovnymi prasaty (SVS 2022). Avsak o vySetieni vzorku
z divokého prasete si musi zazadat sam lovec pii podezieni na nadkazu u svého tlovku.
V poslednim informaéniho bulletinu SVS neni uvedeno testovani vzorku na pfitomnost
B. suis v divokych prasatech. VySe ulovenych divokych prasat byla v sezoné 2021/2022
druha nejvyssi od roku 1950, nicméné€ ani mezi nimi nebyla podle dostupnych informaci
detekovana B. suis (Lotocky & Turek 2022; SVS 2022). Z vysledku této prace vyplyva,
ze B. suis je mozna neopodstatnéné piehlizenym patogenem u cerné zvéie a jeji
prevalence by méla byt pfedmétem hlubsiho zkoumani a apelem pro frekventovanéjsi
vyuzivani doporuceného testovani pii nalezu n€kterého z klinickych ptiznaki.

V sousednim Bavorsku probihala od ledna 2019 do prosince 2021 rozsahla studie,
kde byly pouzity sérologické i molekularni metody. Tato studie brucelézy u divokych
prasat odhalila v Bavorsku sérologicky vyskyt 17,9 %. Ptima detekce patogenu pomoci
PCR byla uspé&s$na v osmi piipadech (1,2 %) a byla kladné hodnocena v porovnani s diive
zvetejnénymi zpravami, kdy se v Némecku pohybovala prevalence v rozmezi od 0,2 %
do 22,0 %. (Macias Luaces et al. 2023). Vysledky této bakalaiské prace hodnotou
prevalence pievySuji bavorské testovani. Nase prace je ale omezena malym mnozstvim
testovanych jedinct, ktefi pochdzeji pouze z jedné lokality. Nebot i v Bavorsku nejvyssi
studie vykazuje nepfimou umeérnost mezi pozitivitou a poctem testovanych jedinct.
Je mozné, ze vyzkum limituje mensi pocet vzorkl a jejich soustfedéni v jediné lokalité,
ktera miize byt na B. suis cetné&jsi nez jiné lokality, ale pro takové tvrzeni by bylo piihodné
provadét sérologické Setfeni spoleéné s molekularnimi metodami, jako tomu bylo

v Bavorsku.
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Pozoruhodné je pro vysledek porovnéni s italskymi vyzkumy, kde jsou hodnoty
vykazujici §iroky mezirocni rozptyl. Popisuje sérologické testovani 2 267 vzorki
a kultivaci z 1 841 jedinct. Sérologické testy a bakterialni kultivace byly provedeny
Z krevnich sér jako tomu je v této praci. V rozmezi let 2001 az 2007 se séroprevalence
pohybovala mezi ptiblizné 6 % a 32 % s celkovym primérem 19,76 %. Ptes kultivacni
metody byla bakterie izolovana v rozmezi 6 % a 20 % s celkovym primérem 10,75 %
(Bergagna et al. 2009). Z ¢ehoz je ziejmé, ze prevalence vyplyvajici z testovani prasat
divokych (S. scrofa) v Kostelci ptevySuje vysledek italské kultivace. Pro lepsi
porozuméni kostelecké infekce je nutné podrobit populaci dlouhodobému Setieni,
a nikoliv jednorazové studii, aby bylo jasné, zda vysledek 22,92 % je pro lokalitu horni
hranici ¢i pramérem.

Zajici polni (L. europaeus) mohou byt zdrojem nakazy pro divoka prasata skrze
exkrety a plodové obaly, proto jsou v Ceské republice vySetfovani na zakladé podezieni
z nakazy. Za kazdy vzorek uhynulého zajice je dana odména ve vysi 150 K¢. Ohniska
nakazy jsou pii pfipadném pozitivnim nélezu sledovana po tfi mésice. I pfes financni
odménu bylo v roce 2021 v SVS evidovano testovani jen 37 vzorkd z nichZ pouze jediny
byl pozitivné testovan na pfitomnost brucely, a to v Kralovehradeckém kraji. Vzorky
pouzité pro tuto praci pochazely z Jihomoravského kraje a Vysociny, kde nebyl v roce
2021 zachycen jediny pozitivni nalez. Jihomoravsky kraj ve veterinarni statistice
zastupuje pouze jediny odevzdany kaddver a Vyso€inu dvanact uhynulych jedinct,
tudiz nelze porovnat, zda se na daném uzemi vyskytuje ndkaza sporadicky
nebo dlouhodobé, k ¢emuz se piiklani starsi studie (SVS 2022).

Zajic polni jako potencidlni zdroj plivodcii zoon6z je v Evropé podrobovan
opakovanym vyzkumim na Sirokou Skalu patogent. Tiilety vyzkum na tzemi jizni
Moravy mezi lety 2004 a 2006 vykazal u celkem 1 051 testovanych zajict séroprevalenci
vV hodnoté¢ 1,6 % (Treml et al. 2007). Z ptedeslé sérologické studie a vyzkumu
provedeném v této praci vyplyva, ze bruceloza zajice polniho patii mezi nemoci pfirozené
se vyskytujici vtomto druhu v lokalit¢ jizni Moravy. Dokonce podle vysledkl
pretrvavala v letech 1971 az 2000 na pomérné stejném tizemi CR a byla zjisténa uzka
souvislost mezi geografickym a ekologickym rozsifenim a po¢tem ptirodnich ohnisek
brucelézy v CR, nicméné se zda byt nezavisla na populaéni hustoté zajice polniho (Pikula

et al. 2005).
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Vysledek je podobny prevalenci zkoumané béhem testovani tularémie a brucelozy
v Rakousku, kde v testované populaci 110 zajict byla vypocitana prevalence 1,82 %.
V piipadé rakouského testovani se u obou pozitivnich nalezi podafilo pomoci PCR
detekovat B. suis bv 2 (Hoflechner-Poltl et al. 2000), ktery prozatim nelze v této praci
s urCitou jistotou potvrdit. Lze ale spekulovat, Ze se taktéz jedna o bv 2, nebot’ u zajict

nebyl popsan vyskyt jiného biovaru.
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8. Zavér

Prace v literarnim piehledu shrnuje dosavadni poznatky o bakteriich z rodu
Brucella a detailngji o B. suis, jez byla predmétem nasledného vyzkumu v praktické ¢asti.
Vyzkum ukazuje miru infekce patogenu v populacich dvou nejznaméjSich volné zijicich
reservoaru B. suis.

Pozitivni nalez ve vzorcich doklada vyskyt bakterie v obou studovanych druzich.
Prevalence mezi testovanymi druhy se znacné lisi, nicméné potvrzuje vysledky ziskané
jinymi autory V jinych statech. Nelze vSak potvrdit dominanci nékteré¢ho z biovari,
nebot’ nebyla provedena pfislusna analyza.

S ohledem na vefejné zdravi je vSak doporucené vyvarovat se konzumaci
nedostate¢né¢ upravenych produktii z lovné zvéie celkove, nebot’ patogen ma Sirokou
Skalu hostiteld, je vysoce nakazlivy a nelze vyloucit, ze se nevyskytuje 1 v jinych
lokalitach Ceské republiky neZ v téch, které byly vybrany pro testovani.

Predmétem dalSiho studia by mohla byt nejen typizace biovaru, kterd by mohla
odkryt riziko pfenosu na Cloveka, ale také vyskyt patogenu v ostatnich druzich zvéte

nebo pude v lokalitach s pozitivnim nalezem.

-34 -



9. Seznam pouzité literatury

Abril C, Thomann A, Brodard I, Wu N, Ryser-Degiorgis M-P, Frey J, Overesch G. 2011.
A novel isolation method of Brucella species and molecular tracking of Brucella
suis biovar 2 in domestic and wild animals. Veterinary Microbiology 150:405-410.

ArizaJ et al. 2007. Perspectives for the Treatment of Brucellosis in the 21st Century: The
loannina Recommendations. PLoS Medicine 4:1872-1878.

Bergagna S, Zoppi S, Ferroglio E, Gobetto M, Dondo A, Giannatale ED, Gennero MS,
Grattarola C. 2009. Epidemiologic Survey for Brucella suis Biovar 2 in a Wild Boar
(Sus scrofa) Population in Northwest Italy. Journal of Wildlife Diseases 45:1178-
1181.

Bergey DH, Holt JG. 1994. Bergey's manual of determinative bacteriology. 9th edition.
Williams & Wilkins, Baltimore.

Blankenship RM, Sanford JP. 1975. Brucella canis. The American Journal of Medicine
59:424-426.

Buddle MB. 1956. Studies on Brucella ovis (n.sp.), a cause of genital disease of sheep in
new Zealand and Australia. Journal of Hygiene 54:351-364.

Burgess GW, Spencer TL, Norris MJ. 1985. Experimental infection of goats with
Brucella ovis. Australian Veterinary Journal 62:262-264.

Cilia G, Fratini F, Turchi B, Angelini M, Cerri D, Bertelloni F. 2021. Genital Brucella
suis Biovar 2 Infection of Wild Boar (Sus scrofa) Hunted in Tuscany (ltaly).
Microorganisms 9:582.

Corbel MJ. 2006. Brucellosis in Humans and Animals. WHO, Geneva.

Cutler SJ, Whatmore AM, Commander NJ. 2005. Brucellosis - new aspects of an old
disease. Journal of Applied Microbiology 98:1270-1281.

Cvetnic Z, Spicic S, Toncic J, Benic M, Albert D, Thiebaud M, Garin-Bastuji B. 2009.
Brucella suis infection in domestic pigs and wild boar in Croatia. Revue
Scientifique et Technique de I'OIE 28:1057-1067.

D'Anastasio R, Zipfel B, Moggi-Cecchi J, Stanyon R, Capasso L, Vitzthum VJ. 2009.
Possible Brucellosis in an Early Hominin Skeleton from Sterkfontein, South Africa.
PLoS ONE 4:1-5.

De BK et al. 2008. Novel Brucella Strain (BO1) Associated with a Prosthetic Breast
Implant Infection. Journal of Clinical Microbiology 46:43-49.

Deqiu S, Donglou X, Jiming Y. 2002. Epidemiology and control of brucellosis in China.
Veterinary Microbiology 90:165-182.

Dieste-Pérez L, Fraile L, de Miguel MJ, Barberan M, Blasco JM, Muiioz PM. 2015.
Studies on a suitable antibiotic therapy for treating swine brucellosis. Journal of
Veterinary Pharmacology and Therapeutics 38:357-364.

Dieste-Pérez L, Frankena K, Blasco JM, Munoz PM, de Jong MCM. 2016. Efficacy of
antibiotic treatment and test-based culling strategies for eradicating brucellosis in
commercial swine herds. Preventive Veterinary Medicine 126:105-110.

-35-



Douglas JT, Palmer DA. 1988. Use of monoclonal antibodies to identify the distribution
of A and M epitopes on smooth Brucella species. Journal of Clinical Microbiology
26:1353-1356.

Eisenberg T et al. 2012. Isolation of Potentially Novel Brucella spp. from Frogs. Applied
and Environmental Microbiology 78:3753-3755.

Ferraobeck L, Cardoso R, Munoz P, Demiguel M, Albert D, Ferreira A, Marin C,
Thiebaud M, Jacques I, Grayon M. 2006. Development of a multiplex PCR assay
for polymorphism analysis of Brucella suis biovars causing brucellosis in swine.
Veterinary Microbiology 115:269-277.

Ferris RA, Schoenbaum MA, Crawford RP. 1995. Comparison of serologic tests and
bacteriologic culture for detection of brucellosis in swine from naturally infected
herds. Journal of the American Veterinary Medical Association 207:1332-1333.

Ficht T. 2010. Brucella taxonomy and evolution. Future Microbiology 5:859-866.

Flores-Castro R, Suarez F, Ramirez-Pfeiffer C, Carmichael LE. 1977. Canine brucellosis:
bacteriological and serological investigation of naturally infected dogs in Mexico
City. Journal of Clinical Microbiology 6:591-597.

Foster G, Osterman BS, Godfroid J, Jacques I, Cloeckaert A. 2007. Brucella ceti sp. nov.
and Brucella pinnipedialis sp. nov. for Brucella strains with cetaceans and seals as
their preferred hosts. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 57:2688-2693.

Franco-Paredes C, Chastain D, Taylor P, Stocking S, Sellers B. 2017. Boar hunting and
brucellosis caused by Brucella suis. Travel Medicine and Infectious Disease 16:18-
22.

Fugier E, Salcedo SP, de Chastellier C, Pophillat M, Muller A, Arce-Gorvel V, Fourguet
P, Gorvel J-P, Ausubel FM. 2009. The Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase and the Small GTPase Rab 2 Are Crucial for Brucella Replication.
PLoS Pathogens 5:1-13.

Garin-Bastuji B, Blasco JM, Grayon M, Verger J-M. 1998. Brucella melitensis infection
in sheep: Present and future. Veterinary Research 29:255-274.

Garin-Bastuji B, Mick V, Le Carrou G, Allix S, Perrett LL, Dawson CE, Groussaud P,
Stubberfield EJ, Koylass M, Whatmore AM. 2014. Examination of Taxonomic
Uncertainties Surrounding Brucella abortus bv. 7 by Phenotypic and Molecular
Approaches. Applied and Environmental Microbiology 80:1570-1579.

Gibby IW, Gibby AM. 1965. Host-Parasite Relationships with Brucella neotomae.
Journal of Bacteriology 89:9-16.

Glabman RA, Thompson KA, Mani R, Colburn R, Agnew DW. 2021. Atypical Brucella
inopinata —Like Species in 2 Marine Toads. Emerging Infectious Diseases 27:1748-
1750.

Gonzalez-Barrientos R, Morales J-A, Hernandez-Mora G, Barquero-Calvo E, Guzman-
Verri C, Chaves-Olarte E, Moreno E. 2010. Pathology of Striped Dolphins (Stenella
coeruleoalba) Infected with Brucella ceti. Journal of Comparative Pathology
142:347-352.

-36 -



Guzman-Verri C, Gonzalez-Barrientos R, Hernandez-Mora G, Morales J-A, Baquero-
Calvo E, Chaves-Olarte E, Moreno E. 2012. Brucella ceti and Brucellosis in
Cetaceans. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 2:1-22.

Guzman-Verri C et al. 2019. Genetic and Phenotypic Characterization of the Etiological
Agent of Canine Orchiepididymitis Smooth Brucella sp. BCCN84.3. Frontiers in
Veterinary Science 6:1-13.

Hénsel C, Mertens K, Elschner MC, Melzer F. 2015. Novel real-time PCR detection assay
for Brucella suis. Veterinary Record Open 2:1-7.

Hernandez-Mora G, Gonzalez-Barrientos R, Morales J-A, Chaves-Olarte E, Guzman-
Verri C, Baquero-Calvo E, De-Miguel M-J, Marin C-M, Blasco J-M, Moreno E.
2008. Neurobrucellosis in Stranded Dolphins, Costa Rica. Emerging Infectious
Diseases 14:1430-1433.

Hernandez-Mora G et al. 2017. Epidemiology of bovine brucellosis in Costa Rica:
Lessons learned from failures in the control of the disease. PLOS ONE 12:1-17.

Hofer E, Revilla-Fernandez S, Al Dahouk S, Richm JM, Nockler K, Zygmunt MS,
Cloeckaert A, Tomaso H, Scholz HC. 2012. A potential novel Brucella species
isolated from mandibular lymph nodes of red foxes in Austria. Veterinary
Microbiology 155:93-99.

Hoflechner-Poltl A, Hofer E, Awad-Masalmeh M, Miiller M, Steineck T. 2000.
Prevalence of tularaemia and brucellosis in European brown hare (Lepus
europaeus) and red fox (Vulpes vulpes) in Austria. Tierdrztliche Umschau 55:264-
268.

Hollett RB. 2006. Canine brucellosis: Outbreaks and compliance. Theriogenology
66:575-587.

Hubalek Z, Scholz HC, Sedlac¢ek I, Melzer F, Sanogo YO, Nesvadbova J. 2007.
Brucellosis of the Common Vole (Microtus arvalis ). Vector-Borne and Zoonotic
Diseases 7:679-688.

Hubalek Z, Sixl W, Halouzka J. 1998. Francisella tularensis in Dermacentor reticulatus
ticks from the Czech Republic and Austria. Wiener klinische Wochenschrift
110:909-910.

Christopher GW, Agan BK, Cieslak TJ, Olson PE. 2005. History of U.S. Military
Contributions to the Study of Bacterial Zoonoses. Military Medicine 170:39-48.

Jamil T, Melzer F, Njeru J, EI-Adawy H, Neubauer H, Wareth G. 2017. Brucella abortus:
Current Research and Future Trends. Current Clinical Microbiology Reports 4:1-
10.

Jauniaux TP, Brenez C, Fretin D, Godfroid J, Haelters J, Jacques T, Kerckhof F, Mast J,
Sarlet M, Coignoul FL. 2010. Brucella ceti Infection in Harbor Porpoise (Phocoena
phocoena). Emerging Infectious Diseases 16:1966—1968.

Jiang H, Chen H, Chen J-diao, Tian G-zhong, Zhao H-yan, Piao D-ri, Cui B-yun. 2012.
Genetic comparison of Brucella suis biovar 3 in clinical cases in China. Veterinary
Microbiology 160:546-548.

-37-



Jumas-Bilak E, Michaux-Charachon S, Bourg G, O'Callaghan D, Ramuz M. 1998.
Differences in chromosome number and genome rearrangements in the genus
Brucella. Molecular Microbiology 27:99-106.

Kaden R, Ferrari S, Jinnerot T, Lindberg M, Wahab T, Lavander M. 2018. Brucella
abortus: determination of survival times and evaluation of methods for detection in
several matrices. BMC Infectious Diseases 18:1-6.

Kin MS, Fort M, de Echaide ST, Casanave EB. 2014. Brucella suis in armadillos
(Chaetophractus villosus) from La Pampa, Argentina. Veterinary Microbiology
170:442-445.

Kouba V. 2000. Historie eradikace bovinni brucelézy v Ceské republice. Casopis l1ékait
Ceskych 139:227-230.

Kroese MV et al. 2018. Brucella pinnipedialis in grey seals (Halichoerus grypus) and
harbor seals (Phoca vitulina) in the Netherlands. Journal of Wildlife Diseases
54:439-449.

Lambourn DM, Garner M, Ewalt D, Raverty S, Sidor I, Jeffries SJ, Rhyan J, Gaydos JK.
2013. Brucella pinnipedialis infections in pacific harbor seals (Phoca vitulina
richardsi) from Wahington State, USA. Journal of Wildlife Diseases 49:802-815.

Leclercq SO, Cloeckaert A, Zygmunt MS. 2020. Taxonomic Organization of the Family
Brucellaceae Based on a Phylogenomic Approach. Frontiers in Microbiology 10:1-
12.

Lokamar PN, Kutwah MA, Atieli H, Gumo S, Ouma C. 2020. Socio-economic impacts
of brucellosis on livestock production and reproduction performance in Koibatek
and Marigat regions, Baringo County, Kenya. BMC Veterinary Research 16:1-16.

Lord VR, Lord RD. 1991. Brucella suis Infections in Collared Peccaries in Venezuela.
Journal of Wildlife Diseases 27:477-481.

Lotocky M, Turek K. 2022. Mysliveckd statistika 2021/2022. Myslivost 100:12.
Myslivost s.r.o.

Brucellosis: Overview. 2001. 1-2in Madkour’s Brucellosis. Springer, Berlin/Heidelberg.

Macias Luaces L, Boll K, Klose C, Domogalla-Urbansky J, Miiller M, Eisenberger D,
Riehm JM. 2023. Seroprevalence of Brucella Infection in Wild Boars (Sus scrofa)
of Bavaria, Germany, 2019 to 2021 and Associated Genome Analysis of Five B.
suis Biovar 2 Isolates. Microorganisms 11:1-11.

Mailles A et al. 2017. Brucella suis biovar 2 infection in humans in France: emerging
infection or better recognition?. Epidemiology and Infection 145:2711-2716.

Mailles A, Rautureau S, Le Horgne JM, Poignet-Leroux B, d’Arnoux C, Dennetiére G,
Faure M, Lavigne JP, Bru JP, Garin-Bastuji B. 2012. Re-emergence of brucellosis
in cattle in France and risk for human health. Eurosurveillance 17:1-3.

McCollum M, Rhyan J, Coburn S, Ewalt D, Lahr C, Nol P, Keefe T, Kimberling C,
Salman M. 2013. Clinical, culture, serology, and histopathology outcomes of
bighorn sheep experimentally infected with Brucella ovis. Journal of Wildlife
Diseases 49:900-910.

McDermott JJ, Grace D, Zinsstag J. 2013. Economics of brucellosis impact and