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ABSTRAKT



Rod Mycobacterium, zahrnuje velké mnozstvi zastupci, pficemz k nejvyznamnéj$im
patii Mycobacterium bovis, pivodce tuberkuldézy skotu a Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) infikujici dobytek, volné zijici piezvykavce a zvifata
v zoologickych zahradach, coz vede ke stievnimu onemocnéni paratuberkuldze. Infekce ma
chronicky pribéh, je progresivni a nereaguje na léébu. Mnoho infikovanych zvitat nejevi
klinické ptiznaky, ale mohou byt zdrojem infekce. Klinicky nemocné zvifata jsou vyhublé
a trpi t€Zkymi prijmy, které v kone¢ném stadiu vedou k uhynu. V pribéhu onemocnéni je
MAP vylucovano trusem nebo mlékem. Paratuberkuldza neni klasifikovana jako zoonodza
a mozna rizika v oblasti vefejného zdravi jsou stale diskutovana.

Tuberkulézu skotu je onemocnéni charakterizované progresivnim vyvojem
charakteristickych granulomu, v plicich, lymfatickych uzlin nebo jinych organech. Toto
onemocnéni postihuje dobytek po celém svété a zptisobuje velké ekonomické ztraty. Jedna se
o dobfe znamou zoondzu, u niz rizika pfenosu byla v rozvinutych zemich zmirnéna diky
zavedeni pasterizace mléka. V Ceské republice byla usp&sné eradikovana v roce 1968, aviak
riziko jejiho zavleCeni prostfednictvim dovozu zvitat, pfedevsim do zoologickych zahrad,

stale trva.

Kli¢ova slova: paratuberkul6za; bovinni tuberkuldza; Mycobacterium

ABSTRACT



The genus Mycobacterium is well represented by Mycobacterium bovis, the etiological
agent of bovine tuberculosis and Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) infects
domestic cattle, wild ruminants and zoo animals leading to chronic enteritis known as
paratuberculosis. The infection is chronic, progressive and unresponsive to treatment. Most
infected animals do not develop clinical disease but may excrete the bacteria. Clinically sick
animals suffer emaciation and in some species diarrhoea, followed by eventual death. During
the course of the disease, excretion of MAP in faeces and milk occurs. Though
Paratuberculosis is not classified as a zoonosis, current opinions on the possible role of this
mycobacteria in public health is discussed.

Bovine tuberculosis is a disease characterised by the progressive development of
characteristic granulomas, or tubercles, in the lungs, lymph nodes or other organs. This
disease is a well-known zoonotic disease which affects cattle world-wide, and causes major
economic losses. The public health risk has been alleviated in many countries by the
introduction of pasteurisation. Bovine tuberculosis was eradicated in Czech republic in 1968,
but still a risk of infection through the importation of animals mainly to the zoological

gardens.

Key words: paratuberculosis; tuberculosis; Mycobacterium



Seznam zkratek

M. — Mycobacterium

MAP — Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
MTB — Mycobacterium tuberculosis

MTC — Mycobacterium tuberculosis komplex

MAC — Mycobacterium avium-intracellulare komplex
NTM — Netuberkul6zni mykobakterie

EPS — Extracelularni matrix

QS — Quorum sensing

MK — Mastné kyseliny

ATB — Antibiotika

ART — Acidorezistentni ty¢inky

PCR — Polymerazova fetézova reakce

CFU — Kolonie tvofici jednotky

BCG — kmen Bacillus Calmette-Guérin
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1. UVOD A CIiL

Mykobakteridlni infekce se déli na tuberkulézni a netuberkuldzni. Tuberkuldzni
infekce zpusobuji zastupci komplexu Mycobacterium tuberculosis, jez vyvolavaji zavazna
plicni onemocnéni lidi 1 zvifat. V pfipadé prezvykavcli infekci nejcastéji zplsobuje
Mycobacterium bovis, které vyvolava onemocnéni oznacovano jako bovinni tuberkuloza.
Bovinni tuberkuléza je chronické bakteridlni onemocnéni prezvykaveil napadajici nejcastéji
plice, které mtze byt pfenosné i na jiné druhy savci. Jedna o vyznamnou zoondzu, Ktera se na
Clovéka prenasi typicky vdechovanim aerosoli nebo pozitim nepasterizovaného mléka
nemocnych zvitat. V Ceské republice byla tuberkuldza skotu v roce 1968 diky rozsahlym
eliminaénim postupim eradikovana. Bovinni tuberkuléza se vSak muze vyskytovat
u importovanych zoo zvifat nebo u volné€ Zijici zvéte. Z téchto divodi je tfeba provadét
pravidelny monitoring formou tuberkulinace.

Netuberkuldzni infekce zptsobuji nejéastéji zastupci komplexu Mycobacterium
avium-intracellulare, z nichz nejvyznamnéjsi u prezvykavci je Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, coz je obligatni patogen vyvolavajici paratuberkulézu (Johneho chorobu).
Paratuberkul6za je chronické, obtizné diagnostikovatelné, nelécitelné onemocnéni stfevniho
traktu domacich a volné zijicich ptezvykavcu. V dnes$ni dobé je paratuberkuldza povazovana

wewr

ztraty v postizenych chovech.

Cilem bakalarské prace bylo vypracovat literarni piehled o mykobakterialnich
infekcich prezvykavel, seznamit s nejzavazn€j$imi nakazami, s mozZnostmi pienosu,
patogenezi
a diagnostickymi metodami. Dilezit¢ je zvazeni rizik spojenych s pfenosem
mykobakteridlnich infekei z volné Zijicich zvifat na zvitata v lidské péci, stejné jako ze zvitat

na ¢lovéka.
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2. MYKOBAKTERIALNI INFEKCE PREZVYKAVCU

2.1 Rod Mycobacterium
2.1.1 Charakteristika rodu Mycobacterium

Rod Mycobacterium je Sirokou skupinou mikroorganismt, vyskytujici se
v nejruznéjSich typech prostiedi. (Bednai, 1996). Vétsina mykobakterii jsou saprofytiéti
mikrobi, vyskytujici se voln¢ ve vodé nebo pidé. Existuje v§ak fada patogennich druht, které
zahrnuji jak obligatni, tak fakultativni patogeny. Né&kteifi zastupci mykobakterii, fazeni mezi
intracelularni patogeny, vyuzivaji teplokrevné Zivo¢ichy, jako své hostitele (Whitman, 2012).

Tento typ patogenti se vyznacuje tim, ze napadaji bunécnou imunitu zvifat 1 lidi, ¢imz
zpusobuji zavazna onemocnéni (Biet a kol., 2005). Schopnost pfezit a mnozit se uvnitf
hostitelskych bun¢k je zakladnim principem virulence mykobakterii (Macena, 2006).
Faktorem virulence je toxicky glylokolipid (cord factor), dale také mykosidy a sulfatidy
(Treml, 2014). Vnimavy jedinec se obvykle nakazi acrogenné¢ (dychacimi cestami), dalsi
moznosti jsou pak napf. peroralné, intrauterinné, jsou popisovany i ndkazy skrz infikované
sperma. Uvnitf vnimavého organismu se mykobakterie Sifi krevnim a miznim feciStém

(Macena, 2006).

2.1.2 Taxonomie rodu Mycobacterium

Rod Mycobacterium je taxonomicky fazen do ¢eledi Mycobacteriaceae, ktera je vyse
fazena do fadu Actinomycetales a tfidy Actinobacteria (Tab. 1).

Tabulka 1: Taxonomické zafazeni rodu Mycobacterium

Doména BAKTERIE (Bacteria)
NadiiSe Prokaryotaea
Rise Eubacteria
Kmen Aktinobakterie (Actinobacteria)
Trida Actinobacteria
Podtiida Actinobacteridae
Rad Actinomycetales
Podrad Corynebacterineae
Celed’ Mycobacteriaceae
Rod Mycobacterium

Zdroj:  Whitman (2012), modifikovano
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Pocet popsanych druhi mykobakterii se neustdle zvySuje. Dle zaznamii uvedené
databaze, bylo v roce 2010 popsano 150 druhti, v roce 2013 se pocet popsanych mykobakterii
zvysil na 167. V soucasné dobé je do rodu Mycobacterium fazeno 172 druhid a 13 podruht
(k datu 10. 10. 2015 - http://www.bacterio.net/-classificationmr.html#Mycobacterium).

Mykobakterie 1ze délit podle riznych kritérii. Nejznaméjsi déleni je na tuberkulozni
a netuberkuldzni (diive atypické). Tuberkul6zni mykobakterie jsou pivodci tuberkulézy,
zavazného plicniho onemocnéni zvifat i ¢lovéka. Do komplexu M. tuberculosis je fazeno
nékolik zastupci, jako napt. M. bovis. (Tab. 2); (Biet a kol., 2005).

Mezi netuberkuldzni mykobakterie patii vSechny kromé komplexu M. tuberculosis.
Netuberkulozni mykobakterie se deli dle nejriiznéjSich hledisek. Jedno z nich je dle
fenotypovych vlastnosti, jako morfologie kolonii, produkce pigmentu, rychlost ristu
atp. (Tab. 3) K nejvyznamnéj§i zastupcim patii M. avium-intracellulare komplex
(Tab. 4.); (Biet a kol., 2005).

Tabulka 2: Zastupci komplexu Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium canettii
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis komplex . .
Mycobacterium africanum
Mycobacterium microti

Mycobacteruim bovis

Zdroj: Biet a kol. (2005), modifikovano

Tabulka 3: Rozdéleni netuberkul6znich mykobakterii

Skupina Charakteristika skupiny Hlavni zastupci
FOTOCHROMOGENY Bezbarvé, pfi inkubaci v temnu M. kansasii
Tvorba zlutého pigmentu, pii expozici na svétle M. simile
P& > PILEXP M. marinum
SKOTOCHROMOGENY Barva kolonii - zIuta az oranzova M. gordonae
Pigmentace i za inkubace v temnu M. szulgai
NON-CHROMOGENY Nepigmentované kolonie (svétlo na pigmentaci M. avium
nema vliv) M. ulcerans
RYCHLE ROSTOUCI . e . .
Kolonie pigmentované i nepigmentované M. fortuitum
Rychlost ristu - 5 az 7 dni M. Chelonae.
M. smegmatis

Vysvétlivky: M. — Mycobacterium
Zdroj: Votava (2003), modifikovano
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Tabulka 4: Zastupci komplexu M. avium-intracellulare

M. avium subsp.avium

M. avium subsp. paratuberculosis

M. avium-intracellulare M. avium subsp. silvaticum
komplex M. avium subsp. hominisuis

Mycobacterium intracellulare

Mycobacterium avium

Vysvétlivky: M. — Mycobacterium
Zdroj: Biet a kol. (2005), modifikovano

2.1.3 Morfologie a fyziologie mykobakterii

Mykobakterie jsou intracelularni, aerobni az mikroaerofilni bakterie, jez jsou
nepohyblivé, nesporulujici a netvofi kapsule. Maji tvar rovnych az mirn¢ zahnutych tycinek,
jejichz délka se pohybuje v rozmezi od 0,2 do 10 um (Kazda a kol., 2009).

Bunééna sténa mykobakterii ma ¢astecné odlisné chemické slozeni od gram-pozitivnich

i gram-negativnich bakterii (Obr. 1) (Beran a kol., 2006).

Obrazek 1: Porovnani bunééné stény bakterii

Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria Mycobacteria

LAM

Mycolic acid

Lipoprotein
Porin

Lipoteichoic acid Glycolipid
[ é[] I [% W

LY Qéé

mrne TrTErTT
8 LULELLY BLLEL@E

Peptidoglycan Peptidoglycan Peptidoglycan Galactan

Mannophosphoinositide

Zdroj:
https://www.researchgate.net/figure/7279083_figl Figure-1-Schematic-Representation-of- Bacterial-

Cell-Walls-Gram-positive-bacteria-have-a (stazeno 5. 2. 2016)
V bunééné stén¢ mykobakterii se nachdzi velké mnozstvi lipidt (hlavné glykolipidy —
Obr. 2), coz je pric¢inou acidorezistence, hydrofobicity a nepropustnosti pro hydrofilni
slouceniny (Kazda a kol., 2009). Dale buné¢na sténa obsahuje (Brennan a Nikaido, 1995):
e peptidoglykan (L-alanyl-D-isoglutaminyl-meso-diaminopimelyl-D-alanin)
e arabinogalaktan
e mykolové kyseliny (a-mykolova, mythoxymykolova, ketomykolova)
e lipoarabinomannan
e cxtrahovatelné lipidy
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— extrahovatelné glykolipidy
— fenolické glykolipidy
— vosky, acylované trehalosy and sulfolipidy
— glycerofosfolipidy
e proteiny

Obrazek 2: Chemicka struktura glykolipidii
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Zdroj: Schoorey a Sweet (2008), modifikovano

v

Hydrofobicitu umoziuje vrstva kyseliny mykolové, ktera je kovalentné ¢i
nekovalentné védzand k bunécné sténé tvofené z arabinogalaktanu, ktery kryje
peptidoglykanovou (Macena, 2006). Acidorezistence vede ke Spatné barvitelnosti metodou
dle Grama, nebot obtizn¢ vazou organicka barviva (Votava a kol.,, 2003;
Kazda a kol., 2009). Ackoliv jsou mykobakterie vzhledem k absenci vnéj$i membrany fazeny
mezi grampozitivni  bakterie, diky vysokému obsahu lipidovych slozek jsou
acidoalkoholrezistentni (Votava a kol., 2003) a tedy se klasickou metodou dle Grama
nebarvi. Pro obarveni musi byt pouzito specialni barveni podle Ziehl-Neelsena, pti kterém se
mykobakterie obarvi zahiatym karbolfuchsinem a zobrazi se jako riizové az Cervené tyCinky
na modrém pozadi (Votava a kol., 2003; Kazda a kol., 2009).

Specifickd stavba bunécné stény dava mykobakteriim vysokou odolnost vici
nepiiznivym vnéj$im vlivam, jako jsou vysoké teploty, desinfekéni prostiedky, vysychani aj.
Rovnéz jsou velmi odolné vii¢i imunitnimu systému hostitele a Casto vykazuji rezistenci vici
antibiotikim. Tyto specifické vlastnosti mykobakterii, zplsobuji znaéné komplikace, pfi
eliminaci jimi vyvolavanych infekci (Beran a kol., 2006; Rowe a Grant, 2006). Mezi
nejucinngjsi desinfekéni prostfedky pii likvidaci mykobakterii patii kyselina peroctova,
kresoly, formalin a chlorové preparaty aktivované amonnymi solemi (Treml a kol., 2014).
Vysoce odolna bunécna sténa mykobakterii vSak piinasi i urCitou nevyhodu spocivajici

v omezeném piijmu zivin (Rowe a Grant, 2006).
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2.1.3.1 Formy mykobakterii deficientni v bunécné sténé

L-forma nebo tak¢é CWD-forma (angl. cell wall deficient form) mykobakterii, je
oznaceni pro bakterie s Castecnou ¢i Uplnou absenci pevné bunécné stény, coz zpiisobuje
zmény tvaru bunék, chemického slozeni i enzymatické aktivity. Schopnost vyskytovat
a rozmnozovat se v této formé jim umoziuje pfizpusobit se nepifiznivym vlivam, jako jsou
Skodlivé fyzikalni a chemické faktory, inhibitory biosyntézy bunééné stény (antibiotika)
a hostitelské imunitni mechanismy (lysozym) (Beran, 2006; Slavchev a Markova, 2014).

L-formy byly poprvé pozorovany v roce 1945 Emmy Klieneberger-Nobelovou, ktera
poprvé pouzila tento nazev dle Listerova institutu. Tvar kolonii L-forem byl oznacen
“fried eggs* (Obr. 3). Tmavy stfed téchto kolonii se obvykle sklada z hustych granuli, které
jsou hluboce zakotvené v médiu. Oproti tomu na okrajich kolonii se casto vyskytuji
pleomorfni organy. Pfi kultivaci na polotuhém agaru se plné¢ vyvinuté kolonie L-formy
M. tuberculosis zacinaji tvorit za 36 az 48 hodin po naneseni, coz je fadové vyrazn¢ méné nez

pfi kultivaci klasickych forem (Markova, 2012).

Obrazek 3: Porovnani kolonii Mycobacterium tuberculosis dle pritomnosti bunééné stény

Kolonie M. tuberculosis - b&éZna forma s Kolonie M. tuberculosis - L-forma
buné&nou sténou

Zdroj: Markova (2012)

Obecné lze buiiky deficitni v bunééné st€né rozdélit na protoplasty a sféroplasty.
Rozdil mezi t€mito skupinami je ve stupni absence buné¢né stény. Protoplasty jsou zcela
deficitni v bunécéné stén¢ a od vnéjsiho prostiedi jsou odd€leny pouze bunécnou membranou.
Casto mohou byt zaméiovany s mykoplazmaty, které také postradaji bunéénou sténu
(Mattman, 2001). Sféroplasty oproti tomu maji ponechanou ¢ast bunécné stény, ale je velmi
narusena, coZ jim umoziuje snaze propoustét latky (Cover a kol., 1991).

Hines-Styerova (2003) studie se zaméfovala na vyskyt a Cetnost forem deficitnich
Vv bunééné sténé¢ u Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis , jehoz L-forma byla

zahrnuta jako mozna pficina nekterych pfipadu Crohnovy choroby a sarkoidézy u ¢loveka.
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Detekce téchto forem byla provadéna identifikaci inzeréni sekvece IS900 v kulturach
z postizenych tkani a to pomoci PCR a in situ hybridizace. Po vyhodnoceni vySetfenych
vzorki na elektronovém mikroskopu byla identifikovana smés sféroplastii (Obr. 4) a dalSich
morfologickych forem, predev$im pre-sféroplastii (rtiznd vyvojova stadia sféroplastil), ale
i fzovanych sféroplasti a vzacné i1 béznych bunék s bunéfnou sténou. Na nelécenych

kulturach byla ¢etnost L-forem odhadnuta pod 5 %.

Obrazek 4: L-formy u Mycobacterium avium subsp. paratubeculosis

Bez oSetieni

Sféroplast
T 3 FJ
Fuzovany sféroplast w
p— e

Rana faze pre - sféroplat M

Zdroj: Hines a Styer (2003)

Morfologicka variabilita je spolenym rysem vSech L-forem bakterii, branicich se
stresovym faktoriim, bez ohledu na jejich druh (Markova, 2012). L- formy mykobakterii
mohou byt vysoce pleomorfni, ackoli nejcastéjsi jsou kulaté formy (Beran a kol., 2006).
Predpoklada se, Ze mnohotvaré formy ptedstavuji rizné faze zivotniho cyklu. Tyto formy
byly u vySetfovanych vzorkl Casto zaménovany za neurcité barevné artefakty nebo necistoty
(Markova, 2012).

Vzhledem ke své malé velikosti a pleomorficit¢ mohou L-formy pronikat standardnimi
bakteriologickymi filtry s velikosti pora 220 nm (Sweany, 1961; Imaeda, 1984 - citovano
Beran a kol., 2006). Jednim z dalSich problémi zachyceni a zkoumani téchto forem je fakt,
ze nerostou na Lowenstein-Jensenové ani na jinych mediich, bézné pouzivanych pfi
diagnostice tuberkul6zy (Chandrasekhar, 1992).

Vznik L-forem miZe ovliviiovat fada latek, které maji vliv na bunéénou sténu a to
zejména na biosyntézu peptidoglykanu, oznaCované jako inhibitory bunétné stény
(antibiotika, lytické enzymy, aminokyseliny) (Beran a kol., 2006; Markova, 2012).
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Beran a kol. (2006) popsali schopnost reverze L-forem mykobakteriii zpatky na
acidorezistentni tyCinky, coz je mozné diky zachované schopnosti syntetizovat peptidoglykan
a jiné makromolekularni slozky bun&éné stény. Casto se ukladaji do sacharosy nebo do médii
obsahujicich riizné soli s osmotickou aktivitou.

V pripadé Mycobacterium bovis je morfologicka plasticita jedna ze strategii pro
pfezivani V nepfiznivych podminkach. Bakteridlni L-cyklus (vyvoj L-forem) miZze byt
povazovan za adaptivni reakci pro preziti ve zmeénach Zivotniho prostiedi. Byl zde pozorovan
vyskyt morfologickych aberantnich forem v riznych stresovych podminkach in vivo i in vitro.
Pod svételnym mikroskopem byly na polotuhém médiu pozorovany dlouhd vétvend vlakna
a od nich odvozené dalsi malé struktury (granule, kokobacili). Tato dlouha vlakna
pravdépodobné slouzi jako hlavni obranné struktury a hraji hlavni roli v reprodukci
mykobakterialnich L-forem (Slavchev a kol., 2012).

Také Mycobacterium tuberculosis (MTB) muze v makrofazich tvotit L-formy, které
zvySuji  jejich odolnost viac¢i imunitnimu systému. L-formy MTB byly nalezeny
Vv patologickych vzorcich od pacienti s tuberkulézou. Vyskyt L-forem MTB ma klinicky
vyznam, nebot’ byva pfiCinou latentni, chronické a relabujici infekce, coz byva hlavni
pri¢inou perzistentni tuberkuldzy. 1 pres uspésné izolace od pacientd s chronickym

onemocnénim, presna patogeneze L-forem MTB ziistava nejasna (Fu a kol., 2015).

2.1.3.2 Intracelularni parazitismus mykobakterii

Intracelularni parazitismus je schopnost mikroorganismt piezivat a mnozit se uvnitf
virulence (Votava a kol., 2003), nebot’ jejich patogenita vyrazné zavisi pravé na schopnosti
pfezivat a mnozit se uvnitf makrofagt (Garcia-Peréz a kol., 2003). Tuto schopnost podle
vSeho umoznuji jedine¢né slozky bunééné stény, které podporuji virulenci a to bud’ tim, Ze
chrani organismus pfed niCivymi vlastnostmi hostitelskych makrofagi, nebo moduluji
imunologické odpovédi hostitele ve prospéch patogenu (Tessema a kol., 2001).

Na rozdil od obligatnich intracelularnich parazitt (viry, chlamydie, rickettsie), které
jsou zcela zavislé na intracelularnim prostedi, mykobakterie mohou Vv hostiteli existovat jak
intracelularné, tak extracelularné. Tato vlastnost je velmi dulezita z terapeutického hlediska,
protoze ucinna terapie vyzaduje dal$i uroven prizpusobeni, ktera u striktné extracelularnich

paraziti neni nutna (Barrow a kol., 2001).
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Mykobakterie vstupuji do bunc¢k imunitniho systému, predev§im makrofagl nebo
polymorfonuklearnich granulocyti, procesem indukované makropinocytozy.
(Garcia-Peréz a kol., 2003).

Ackoli makrofagy hraji v intracelularnim parazitismu mykobakterii klicovou roli, tak
napt. MTB je schopno tvofit interakce S dal$imi buiikami imunitniho systému, jako jsou
dendritické buriky, coz zajist'uje jeho vysokou odolnost vi¢i imunitnimu systému hostitele.
Pro dendritické bunky je charakteristické, Ze piijimaji patogeny v misté infekce a tyto
prevadéji do sekundarnich lymfatickych organt (lymfatické uzliny), kde jsou posléze
vystaveny T-lymfocytim (Tailleux a kol., 2003). Vyjimkou je Mycobacterium leprae, které
je krom¢ bunék imunitniho systému schopno napadat i parenchymalni bunky riznych organii
(Job a kol., 1989).

Makrofagy jsou cilovymi buinikami intracelularniho piezivani MAP, které po
namnozeni zpusobi lyzu bunky a do okoli se uvoliuji infek¢ni stadia, kterd jsou pomoci
monocyti a lymfocytii odvadéna do mista infekce a stavaji se aktivni tim, ze uvoliuji celou
fadu cytokinti. Stimulované makrofagy tvoii epiteloidni bunky a mnohojaderné obti bunky.
Infiltrace infikované tkané s velkym poctem zanétlivych bunck vede k zahust'ovani a zvinéni
stfevni a stény (Tessema a kol., 2001).

Aby byli intracelularni paraziti schopni pfezit, vyvinuly rizné metody jak uniknout
imunitnimu systému hostitele. Mykobakterie zabrafiuji enzymatickému a toxickému ataku
uvnitt makrofagi jednou ze Ctyt strategii:

e 1nik z fagozému do cytoplazmy

e zamezeni fagosom-lysosomové fuzi

e zmeény obsahu lysosomalnich a toxickych latek

e pasivni ochrana pomoci buné¢ného obalu (Tessema, 2001)

Garcia-Peréza a kol. (2003) se zaméfuje na intracelularni patogenitu MTB, napadajici
alveolarni makrofagy, které piedstavuji prvni obrannou linii proti infekci v plicni tkani. MTB
odolava fagocytarnim bunkam a jejich baktericidnim mechanismim a je schopno se v nich
replikovat. U MTB se také vyskytuje schopnost napadat respiracni epitelové buiky. Byla
prokdzéana piitomnost mykobakterialni DNA u nékolika typt plicnich bun¢k od osob, které
zemiely z jiné pfi¢iny, nez bylo onemocnéni tuberkulézou. Tato DNA byla evidentni
v alveolarnich makrofazich, pneumocytech typu II, endotelidlnich bunkach a fibroblastech,
coz naznaCuje, ze nefagocytdrni bunky by mohly slouzZit jako potencidlni rezervoar

mykobakterii. Schopnost mykobakterii napadnout epitelové buiiky byla nejprve pozorovana
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u HeLa bungk, pozdé&ji bylo dokadzidno, Ze mykobakterie jsou schopné interagovat se

slizni¢nimi epitelialnimi bunikami in vitro (Garcia-Peréz a kol., 2003).
2.1.3.3 Mykobakterialni biofilm

Obecné je mikrobialni biofilm dynamické spoleCenstvi, které se tvoii na pevném
povrchu nebo na rozhrani kapaliny a vzduchu, a vytvaii agregaty usazené v extracelularni
matrix (Nguyen a kol.,, 2010). Extracelularni matrix (EPS) je slozena pievazné
z polysacharidi, udrzuje strukturu biofilmu, napomaha jeho adhezi a chrani jednotlivé bunky
pred vnéjsim prostredim (Flemming a Wingender, 2010).

Z evolu¢niho hlediska piedstavuje mikrobialni biofilm adaptivni vyhodu oproti
planktonnim formdm bakterii. Napomaha k udrzovani homeostazy, chrani jednotlivé bunky
pfed fyzikdlnimi a chemickymi vlivy, zlepSuje mezibunéCnou katalytickou aktivitu
a usnadnuje hromadéni zivin (Aparna a Yadav, 2008).

Vznik biofilmu zacina adhezi planktonickych bunék povrchu, na kterém se vyskytuji
ziviny. Adheze se uskutecituje pomoci aktivnich molekul — adhezinti, coz jsou latky rtiznych
chemickych povah (bilkoviny, glykopeptidy, polysacharidy). Po pfilnuti k povrchu zacinaji
bunky ménit své chovani i svij fenotyp (Shindler, 2001). Tim zacina samotné formovani

biofilmu, které je mozné popsat v péti zakladnich krocich (Obr. 3, Tab. 5) (Aparna, 2008).

Obrazek 3.: Formovani biofilmu

Reversibilni Irreverzibilni Rist a déleni Produkce Maturace a vytvareni
adsorpce bakterii adheze bakterii  bakterii extracelularni matrix trojrozmérné struktury

Zdroj: http://www.bacteriainphotos.com/bacterial-biofilm.html (stazeno 25. 2. 2016), modifikovano
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Tabulka 5: Faze vzniku biofilmu

Faze Charakteristika Trvani
REVERSIBILNI ADSORPCE Prvotni vazba bakterie k povrchu und

, sekundy
BAKTERII Buriky se mohou z povrchu uvoliiovat

i Tvorba jednovrstevného biofilmu

IRREVERSIBILNI ADHEZE sekundy —

i Tloustka do 10 um .
BAKTERII minuty

Zac¢iné zhruba minutu po prvni fazi

Migrace za Gi¢elem vicevrstevné kolonie

RUST A DELENI BAKTERI{ Tvorba bun&énych agregati hodiny — dny
Snizena pohyblivost kolonie
PRODUKCE Produkce exopolysacharidii (zaklad EPS)
L hodiny — dny
EXTRACELULARNI MATRIX | V ptipadé mykobakterii produkce lipida
MATURACE A VYTVARENI Maturace (zrani) biofilmu
TROJROZMERNE Tloustka nad 100 mm
i dny — mésice
STRUKTURY Bakterie s planktonnim fenotypem opousti
biofilm

Zdroj: Aparna (2008);
http://biofilmbook.hypertextbookshop.com/public_version/contents/appendices/appendix002/pages/page004.htm

modifikovano

V biofilmu probiha fada dynamickych procesii. Mezi nejvyznamnéjsi patii quorum
sensing (QS) a horizontalni pfenos DNA. QS umoziiuje bunce regulovat genovou expresi na
zakladé¢ vnimani hustoty populace. Tuto regulaci umoznuji bunce signalni molekuly —
autoinduktory, jejichz koncentrace je zéavisla na hustot¢ bunék v populaci. Krom¢ tvorby
biofilmu QS reguluje i jiné fyziologické procesy, jako jsou produkce extracelularni matrix,
sporulace nebo bioluminiscence (Miller a Bassler, 2001). Diky horizontalnimu pienosu DNA
si bunky mtizou piedavat geny pro rezistenci (Fux a kol., 2005).

Mykobakterie se od ostatnich bakterii tvotficich biofilm zasadné 1isi ve sloZzeni EPS.
Hlavni slozkou jejich EPS nejsou polysacharidy, ale lipidy bunéénych stén
(Zambrano a Kolter, 2005). U nékterych druhtit mykobakterii (M. avium komplex nebo
M. smegmatis) jsou ve vné&jsi vrstvé bunécné stény pritomny glykopeptidolipidy (GLP).
Tento druh lipidii umoziuje klouzavy pohyb, ma vliv na morfologii kolonii a uc¢astni se
utvafeni biofilmu a to zeyména v pocateCnich fazich adsorpce a adheze

(Schorey a Sweet, 2008).
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Ojhova a kol. (2005) studie identifikovala novou skupinu mastnych kyselin (MK).
Tyto MK maji krats$i fetézec (C56 - C68) nez klasické mykolové kyseliny a za jejich
biosyntézu je zodpovédny protein GroEL1, ktery je pro n¢ chaperonem. U M. smegmatis bylo
prokazano, ze GroEL1 a celkové tyto MK maji vliv na vytvaieni celkové struktury biofilmu.

Oproti GLP, které maji vliv na pocate¢ni faze tvorby biofilmu, protein GroEL1 se
uplatiiuje v pozdéjSich fazich, zejména pii maturaci (Schorey a kol., 2008;
Nguyen a kol., 2010).

Nguyen (2010) ve své studii uvadi hypotézu, kdy protein GroEL1 funguje jako
regulator v syntéze kyseliny mykolové z dlouhych fetézct (C70 — C90) na derivaty s kratSim
fetézce (C56 — C68). Tyto kratsi derivaty byly uzplisobeny diive tvofit extracelularni matrix,
které je zasadni pro tvorbu biofilmu.

Bylo prokazano, ze pii absenci proteinu GroEL1 mykobakterie nebyly schopné
vytvofit maturovany biofilm a zaroven dochédzelo k chybam v produkci mykolovych kyselin
(Ojha a kol., 2005).

Mykobakterie ve form¢ biofilmu jsou mnohem vice odolné vici antimikrobialnim
a dezinfekénim latkam v porovnani s jejich planktonnimi formami (Fux a kol., 2005). Tyto
latky obtizné¢ pronikaji do spodnich vrstev biofilmu, nebot extracelularni matrix vytvari
nekomfortni prostfedi pro rychlost transportu antibiotik (ATB), ale také pro samotné reakce
bunék biofilmu s ATB (Donlan a kol., 2001). Fux a kol. (2005) ve své studii rovnéz
poukazuje na dilezity fakt, ze v souCasnosti je az 60% bakterialnich infekci zplisobovano
vznikem biofilmu.

Je mozné, ze na vzniku rezistence viici ATB ma vliv pomaly rist, nebot” ATB obecné
jsou ucinngjsi v likvidaci rychle rostoucich bunék. U ATB jako jsou penicilin nebo ampicilin
bylo zjisténo, ze nejsou schopné likvidovat bunky nevykazujici riist. S rychlosti ristu souvisi
1 rozmisténi jednotlivych bun€k v biofilmu. Buiiky ve stfedu biofilmu maji, ve srovnani
S buitkami na povrchu, vyrazn€ mensi pristup ke kysliku a zivinam, tudiz jsou vice rezistentni
(Harrison a kol., 2005).

Harrisonova a kol (2005) studie se taktéz zamé&fuje na vyskyt vicedruhového biofilmu
V zazivacim traktu piezvykavci (zejména v bachoru). Kolonie se zacina tvofit po pozieni
celulolytickych bakterii spole¢né s travou (krmivem). Jednoduché mono- a disacharidy
produkované témito bakteriemi vazi kvasici mikroorganismy, které preménuji cukry na
organické kyseliny. Na druhé strané, organické kyseliny pfitahuji metanogenni mikroby, které
spojuji biofilm. Organické kyseliny, nejsou neutralizovany slinami, které obvykle inhibuji

dal$i rast biofilmu, ale jsou methanogeny pievadény na methan. Cely proces produkuje
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mikrobialni hmotu bohatou na proteiny, ktera miize byt travena a zvifeti poskytuje vétsSinu

zivin (Obr. 4).

Obrazek 4: Schéma piisobeni biofilmu v bachoru prezvykavci
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Zdroj: Harris a kol. (2005), modifikovano

2.1.4 Genom mykobakterii

Mykobakterialni genom je relativng velky (3 az 4 x 10° bp). Je charakteristicky hlavnd
vysokym podilem guaninu a cytosinu a to 65 - 75 %. N¢které druhy obsahuji navic
extrachromozomalni DNA, ktera se vyskytuje v plazmidech. Genom mykobakterii obsahuje
repetitivné sekvence, nejcastéji o velikosti 5 kb (Bedna¥ a kol., 1996).

Genom MAP, konkrétné¢ kmenu K-10 (pivodce paratuberkulézy u prezvykavci), je
kruhovy chromosom obsahujici 4 829 781 parti bazi. Obsah guaninu a cytosinu je 69,3 %, coz
je nejvice ze vSech ostatnich mykobakterialnich druhd (Tab. 6). Pti analyze MAP bylo
identifikovano vice nez 3 000 genii homolognich s lidskym patogenem MTB a 161 unikatnich
oblasti genomu, které kéduji dosud neznamé geny MAP. Priblizné 1,5% genomu MAP tvori
repetitivni DNA, coz odpovida 72,2 kb. Dale byly popsany dva unikatni IS prvky, a to IS
MAP2 ptitomny v Sesti kopiich a IS MAPO04 pfitomny ve Ctyfech kopiich. Tyto unikétni
sekvence mohou slouzit jako cile pro detekci MAP, jelikoz nejsou piitomny v jinych
mykobakteriich (Li a kol., 2005).

Komplex M. tuberculosis obsahuje né¢kolik poddruhti, které se vyznacuji 99,9%
podobnosti a singularnim nedostatkem genetické diverzity na urovni nukleotidi

(Sreevatsan a kol., 1997). Existuje cela fada ruznych fenotypovych znaki, které se uplatiiuji
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pro jejich rozliSovani. Tyto poddruhy, navzdory své genomové podobnosti se prizplsobily

riznym hostitelti a maji velmi rozdilné stupné virulence pro ¢lovéka (Brosch a kol., 2000).

Tabulka 6: Pi‘ehled hlavnich znaki u vybranych zastupct rodu Mycobacterium

Sledovany znak MAP MTB M. bovis M. leprae M. smegmatis
Velikost genomu (bp) 4829781 4411532 4345492 3988203 6 988 209
Obsah G+C (%) 69,30 65,61 65,63 57,79 67,40
Protein kodujici 91,30 90,80 90,59 49,50 92,42
Hustota gent (bp/gen) 1112 1114 1091 2 037 1013
Priamérna délka genu (bp) 1015 1012 995 1011 936
tRNAS 45 45 45 45 47
rRNA 1 1 1 1 2

Vysvétlivky: G — guanin, C — cytosin, bp — pary bazi
Zdroj: Li a kol. (2005), modifikovano

2.1.5 Detekce a identifikace mykobakterii

Mykobakterie jsou ptvodci zavaznych onemocnéni lidi i zvifat, proto je rychla
a presnd identifikace na Grovni druhu nezbytnd pro stanoveni diagndzy a nasledny vybér
adekvatni 1é¢by. Detekce a identifikace vychazi z nékolika zakladnich krokd (Obr. 5).
V prvni fadé jsou to standardni mikrobiologické postupy, jako je kultivace
a mikroskopie, po nichz nasleduje identifikace suspektnich kolonii pomoci molekularné

biologickych metod (Tab. 7) (Neonakis a kol., 2008).

Obrazek 5: Postup pri vySetiovani vzorki

VYSETROVANY VZOREK J

MIKROSKOPIE KULTIVACE T
PRIMA DETEKCE
NUKLEOVE KYSELINY
SUSPEKTNI ‘
|_KOLONE _
DIFERENCIACE MYKOBAKTERII
" v A\
TESTOVANI TESTOVANi POMOCI KONVENCNI METODY
CITLIVOSTI K MOLEKULARNE Biochemické viastnosti
ANTIBIOTIKUM BIOLOGICKYCH METOD Produkce pigmentd
Rychlost a optimaini
teplota ristu

Zdroj: Neonaks a kol. (2008)
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Tabulka 7: Laboratorni metody pro diagnostiku tuberkulézy a mykobakterioz

Laboratorni metoda Doba do ziskani Hodnoceni — prikaz
vysledku

Mikroskopie 2 hodiny acidorezistentni ty¢inky

Kultivace 2 -9 tydnt Zivé mykobakterie

Urychlena nékolik dnf a% 6 tydnd %ivé mykobakterie

kultivace

geneticky material specificky pro

PCR 6 — 8 hodin M. tuberculosis komplex

Vysvétlivky: M. — Mycobacterium, PCR — polymerazova fetézova reakce
Zdroj: Ptakova (2011), modifikovano

2.1.5.1 Mikroskopicky priukaz

Mikroskopicky prikaz je zakladni metodou pro detekci acidorezistentnich bakterii ve
vySetfovaném vzorku. Poskytuje rychlé informace o morfologii, velikosti a usporadani
bakterii. Pfi tomto typu vySetfeni chybi moznost podrobnéjsi identifikace a urceni
zivotaschopnosti (Bednar a kol., 1996). Mikroskopie vykazuje az stokrat nizsi citlivosti nez
kultivace (Votava a kol., 2003).

Pro prikaz acidorezistentnich mikroorganismi se nej€astéji pouziva barveni dle
Ziehl-Neelsena. Acidorezistentni ty¢inky jsou obtizné barvitelné, ale pokud barvivo pfijmou,
zachovavaji si ho i pfi odbarvovani silnymi kyselinami nebo alkoholy. Preparat se barvi za
tepla karbolfuchsinem, nasledné se odbarvuje kyselym alkoholem a kontrastné se dobarvuje
metylenovou modii nebo malachitovou zeleni (Votava a kol., 2003).

K prikazu mykobakterii se vyuZiva také fluorescencni mikroskopie, ktera disponuje
vysokou citlivosti. Mezi béZné pouzivané fluorochromy patfi napf. fluorescein, rodamin,
auramin nebo akridinova oranz (Votava a kol., 2003).

Obarveny preparat je pozorovan pod imerznim objektivem pii zvétSeni 10x100. Pti
barveni dle Ziehl-Neelsena se meandrovité¢ vySetiuje 50 zornych poli. Oproti tomu pii
fluorescenénim barveni pouze 25. Celkovy vysledek se hodnoti pomoci kiizkl

(Tab. 8) (Bednar a kol., 1996).
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Tabulka 8: Hodnoceni vyskytu acidorezistentnich ty¢inek mikroskopickym vyS$eti‘enim

Oznaceni Barveni dle Ziehl-Neelsena Fluorescen¢ni barveni
ART nenalezeny
0 ART nenalezeny
(nebo 1 -4)
ojedinély vyskyt ART o
Piesny pocet neuvadi se
(do 9 ART v preparatu)
ojedinély vyskyt ART
+ 10 -20 ART ! AL
(5-20)
ocetny vyskyt ART
++ 21-100 ART P st
(21 - 100)
velmi pocetny vyskyt ART
+++ vice nez 100 ART OSSR

(vice nez 100)

Vysvétlivky: ART — acidorezistentni ty¢inky, hodnoceni v 50 (Ziehl-Neelsen) a ve 25 (fluorescenéni
barveni) zornych polich
Zdroj: Cermak a kol. (2014)

2.1.5.1 Kultivace mykobakterii

Oproti ostatnim mikroorganismim je rist mykobakterii extrémné pomaly. Dokonce
i u nejrychleji rostoucich mykobakterii probiha kultivace v fadech dnt az tydnd. Podle
rychlosti rustu se daji mykobakterie délit na pomalu rostouci a rychle rostouci (Tab. 9)
(Kazda a kol., 2009). Saprofytické druhy se obvykle fadi mezi rychle rostouci, s kultiva¢ni
dobou do sedmi dni. K pomalu rostoucim, s kultivaéni dobou v fadech tydnii az mésicd, je
fazena vétSina patogennich druhti (Treml a kol., 2014).

Kultivace je povazovéna za kliCcovou metodu detekce kultivovatelnych mykobakterii.
V porovnani s mikroskopii je citlivost kultivace mnohem vyssi, jelikoz teoreticky umoznuje
pomnozeni vSech zivotaschopnych mykobakteridlnich bunék do velikosti makrokolonie

(Bednai* a kol., 1996).

Tabulka 9: Rozdéleni mykobakterii dle rychlosti ristu na kultiva¢nich pudach

Skupina Generacni doba Kultiva¢ni doba Priklad zastupce
mykobakterii

Rychle rostouci Obvykle do 24 hodin 2-7 dnt M. fortuitum
Pomalu rostouci 15-30 hodin (2) 3-6 (9) tydnu M. avium
Nerostouci in vitro 10-20 dni - M. leprae

Zdroj: Whitman (2012), modifikovano
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Kultiva¢ni metody jsou finanéné€ nenarocné a maji pomérné dobrou specificitu. Oproti
tomu mezi jejich nevyhody patfi pravé extrémni cCasova narocnost a nizsi citlivost
(Reddacliff a kol., 2003).

Na rast mykobakterii ma vliv jak pH, tak teplota. I pfes svij pomaly rist, je jejich
metabolismus srovnatelny s jinymi mikroorganismy. Pomaly rist mykobakterii je pro né
vyhodny, a to zejména pii zménach vnéjSiho prostieni, kdy jim dava dostatek casu pro
piizpusobeni, coZ jim umoziuje prezit (Kazda a kol., 2009).

Kazdé kultivaci musi predchazet dekontaminace vysetfovaného biologického
materidlu, a to zdGvodu pfertistani pomalu rostoucich mykobakterii rychle rostoucimi
bakteriemi nebo plisnémi. Pfi dekontaminaci vSak dochazi ke snizovani poctu
zivotaschopnych mykobakterii, a to az 0 90 % (Bednai a kol., 1996).

Existuje celd fada dekontaminacnich technik. Jednou z nejpouzivanéjSich je
tzv. HCI/NaOH dekontamina¢ni metoda, ktera vyuziva piisobeni kyseliny chlorovodikové
s naslednou neutralizaci chloridem sodnym. Tato metoda vychazi ze schopnosti mykobakterii
odolavat nizkému pH, zatimco drtivda vétSina ostatnich bakterii a plisni je usmrcena
(Fischer a kol., 2000).

Dekontamina¢ni metody jsou ¢asto voleny podle typu vzorku. Pro dekontaminaci
vzorkl trusu se Casto vyuziva cetylpyridinium chlorid, coZ je detergent organického pivodu
(Glanemann a kol., 2004), a to nejcastéji v koncentraci 0,75 % (Grant a kol., 2003). Pro
tento typ vzorku je dale mozno pouzit hexadecylpyridinium chlorid v koncentraci 0,9 %.
Hexadecylpyridinium chlorid se také pouZziva pro dekontaminaci tkani, ale v nizsi koncentraci
0,75 % (Reddacliff a kol., 2003).

Po dekontaminaci nasleduje centrifugace, kterd na zakladé rozdilnych koncentraci
mikrobll vytvoii sediment. Vznikly sediment se poté naockuje na kultivaéni médium
(Bednar a kol., 1996).

Pro kultivaci mykobakterii se pouzivaji jak pevnd, tak tekutd kultivacni média. Mezi
pevna kultivacni média jsou fazeny vaje¢né pudy (napf. Lowensteinova — Jensenova nebo
Ogawova) casto s ptridavkem Skrobu, glycerolu a aminokyselin, didle Herroldovo médium
s ptidavkem vaje¢ného zloutku a média agarova (Middlebrook M7H10 a M7HI11). Tekuta
kultivaéni média jsou napf. Sulova nebo BaniSova pada a Middlebrook M7H9
(Tsukamura, 1990; Votava a kol., 2003; Treml a kol., 2014).

Vyhodnoceni kultivace se provadi v pravidelnych intervalech. Nejprve po prvnim
tydnu kultivace z ditvodu vylouceni kontaminovanych vzorkl rychle rostoucimi bakteriemi.

Poté se vzorky obvykle odecitaji ve ¢trnactidennich intervalech. Po tfech tydnech se typicky
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objevuji zejména tuberkul6zni mykobakterie. U suspektnich kolonii se hodnoti velikost,
vzhled a pigmentace. VySetieni se obvykle ukonCuje po deviti tydnech
(Bednar a kol., 1996; Votava a kol., 2003).

2.1.5.3 Molekularné-genetické metody detekce

Podstatou molekularné-genetickych metod je identifikace mikroorganismus na zakladé
jeho genetické informace (urceni sekvence nukleovych kyselin). Tyto metody poskytuji pfimy
prikaz mykobakterii v biologickém materidlu. Vyznacuji se pfesnou identifikaci, a to az na
urovni poddruhu (Slana a kol., 2010).

Zakladni pouzivanou metodou je polymerazova retézova reakce (PCR), ktera
umoziuje selektivni amplifikaci konzervativni sekvence genomu mykobakterii. Poté muze
byt amplifikovany usek hybridizovan se sondami. Tyto sondy jsou vysoce specifické
sekvence primer vzdy pro urCity mykobakterialni druh. Vyhodami metody PCR je vysoka
specifita, citlivost, rychlost, dobra rozliSovaci schopnost a moznost automatizace.
Mezi nevyhody PCR patii nepiesnost v replikaci, nutnost znalosti sekvenci, které ohranicujici
amplifikovany tGsek a neschopnost rozlisit zivé buiikky od mrtvych. Koneénym produktem
PCR jsou amplikony, které jsou detekovany na agar6zovém gelu nebo méfenim mnozstvi
produktti v realném case. (Koc¢arek, 2007; Neonakis a kol., 2008).

Pro pfimy prikaz mykobakterii je vhodna metoda real-time PCR, ktera umoziiuje
méfeni nartistu koncentrace amplifikovaného produktu v pribéhu PCR, coz slouzi ke
kvantifikaci syntetizovaného produktu. Kvantifikace amplikonu se provadi prostfednictvim
fluorescenéniho signdlu barviva, jehoz hodnota odrdzi pfimou umérou mnozstvi
nasyntetizované DNA (Smarda a kol., 2005). Tato metoda umozituje identifikaci a zarovefi
kvantifikaci mykobakterialnich druhti bez ptedchozi kultivace (Neonakis a kol,. 2008).

Mezi dalsi zplsoby identifikace mykobakterii je fazena analyza jednotlivych geni,
které jsou typické pouze pro rod Mycobacterium (Tab. 10). Nejznamé&jsim z nich je gen pro
16S TrRNA, coz je vysoce polymorfni a druhové specifickd oblast DNA
(Wilton a Cousins, 1992).
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Tabulka 10: Zastupci genu specifickych pro mykobakterie

Gen Funkce genu Zdroj
hsp65 koduje protein tepelného Soku Ringuet a kol., 1999
umoziuje od sebe odlisit zastupce komplexu Adékambi a kol., 2003
rpoB M. tuberculosis od netuberkuldéznich mykobakterii
(koduje beta podjednotku RNA polymerazy)
dnaJ koduje stresovy protein Dnal Takewaki a kol., 1994
1S900 identifikace MAP (14 - 18 kopii) Bull a kol., 2003

Pomérné novou metodou pro identifikaci mykobakterii je MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie, pii niz dochazi k analyze hmotnostniho profilu molekul strukturalnich
bilkovin 16S podjednotky mikrobialnich ribozomi. Bilkoviny tvofici ribozomy jsou druhové
specifické. Zmeétené bilkovinné spektrum testovaného kmene je srovnano s databazi
referen¢nich druhii. Vyhodou této metody je rychlost, jelikoz vysledku je redlné¢ dosdhnout
b&hem nékolika minut (Cermak a kol., 2014).

Metody prokazujici pfitomnost samotného puvodce jako je PCR, jsou piimé, proti
tomu metody prokazujici odpovéd’ organismu na setkani s plivodcem (produkci protilatek)
napi. ELISA, jsou metody nepiimé. (Gilardoni a kol., 2012).

ELISA (enzym-linked immunosorbent-assay) vychazi z imunochemické reakce, ve
které spolu reaguje antigen a protilatka vyskytujici se v krvi nebo mléce. Nejcastéji se tato
metoda vyuziva pro detekci MAP (Gilardoni a kol., 2012). Na zakladé¢ ELISA vysledku lze
prokazat, zdali se dany jedinec setkal s patogenem. Vyhoda této metody je jeji, cena, rychlost
a moznost automatizace. Mezi nevyhody patii proménna citlivost, coz mize byt dano faktem,
ze tvorba protilatek nastava az v terminalni fazi onemocnéni, kdy citlivost vySetieni dosahuje
az 95 %, oproti tomu citlivost vySetfeni klinicky zdravého zvifete vykazuje hodnoty pouze do
15 % (Salgado a kol., 2007; Pavlik a kol., 2011a).

2.2 Mykobakterialni infekce

Mykobakterialni infekce se déli na tuberkulézni a netuberkulozni. Tuberkuldzni
infekce zpuisobuji zastupci komplexu Mycobacterium tuberculosis (MTC). Jedna se o zavazna
plicni onemocnéni lidi i zvifat, které u prezvykavcl nejCastéji zpusobuje Mycobacterium

bovis (MB), a je oznacovano jako bovinni tuberkuléza (Biet a kol., 2005).
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Netuberkuldzni infekce zpisobuji nejcastéji zastupci komplexu Mycobacterium
avium-intracellulare (MAC), z nichz nejvyznamné&jsi u piezvykavca je Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis, coz je obligatni patogen vyvolavajici paratuberkulézu
(Biet a kol., 2005).

Mezi netuberkul6zni jsou fazeny také podminéné patogenni mykobakterie, které jsou
ptevazné saprofytické, ale za urcitych podminek jsou schopny vyvolat onemocnéni lidi

i zvitat, ozna¢ované jako mykobakteriézy (Votava a kol., 2003).

2.2.1 Paratuberkuloza

Paratuberkul6za (Johneho choroba) je chronické, obtizné diagnostikovatelné,
nelécitelné onemocnéni postihujici stfevni trakt domacich a volné zijicich piezvykavcil,

jejimz pivodcem je Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Obr. 7). V dnesni dobé

N4

zpusobuje zna¢né ekonomické ztraty v postizenych chovech (Khol a Baumgartner, 2011).

Obrazek 7: MAP v elektronovém mikroskopu

Zdroj: Slans a Dziedzinsks (2015)

‘

Paratuberkulézu poprvé popsali v roce 1895 doktoti Heinrich Albert Johne

Historie paratuberkulozy

a Langdon Frotingham, kteti prokazali pfitomnost acidorezistentnich tycinek ve stievé
infikované uhynulé kravy, ktera trp€la stfevnim onemocnénim. Tyto ty¢inky jsou
nerozlisitelné od puvodct tuberkuldzy, tudiz prvnim zavérem bylo, Ze se jedna 0 atypickou
formu tuberkuldézy, ktera byla oznaena jako ,pseudotuberculous enteritis
(Manning a Collins, 2010; Khol a Baumgartner, 2011).

V roce1906 veterinai Bernhard Bang prokazal, Zze se nejedna o tuberkulézu a oznadil
toto onemocnéni jako paratuberkuldzu tj. pfipominajici tuberkulozu. Téz v tomto roce vznikl

nazev Johneova choroba (Manning a Collins, 2010).
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Na tizemi Ceské republiky byl vyskyt MAP poprvé laboratorné prokazan v roce 1962
u jedné importované danské Cervinky (Hasomova a kol., 2006). U volné Zijicich zvifat byl
poprvé zaznamenan vyskyt paratuberkuldézy v roce 1975, a to u oborn¢ chovaného bilého
jelena lesniho. Ve volné piirodé byl zjistén vyskyt paratuberkulozy v roce 1995 u jelena
lesniho. V tomto piipadé bych prokdzan kontakt s importovanymi zvifaty, u kterych se

diagnostikovala paratuberkuldza stejného genotypu (Pavlik, 2011b).

Legislativa

Stanovisko Evropské komise oznacuje paratuberkulézu jako nakazu, ktera
nezpusobuje chovatelim velké ekonomické ztraty. Rovnéz neni brana jako zoondza, tudiz se
pro neschvaluji ozdravovaci programy K eliminaci onemocnéni. Zatimco v Evropské unii
(EU) je povinnost hlasit jen klinicky nemocna zvifata, aby se zamezilo obchodovani
s infikovanymi zvitaty, podle legislativy Ceské republiky je zavedena oznamovaci povinnost
Jiz pti podezieni na vyskyt paratuberkuldzy, a to Krajské veterinarni spraveé. Paratuberkul6za
je v CR zafazena do pfilohy & 2 veterinarniho zikona, tzn. je povaZovana za nebezpenou
nakazu (BaZant a Kkol., 2011; Slana a kol., 2016). Pokud epizootologické vySetieni prokaze
nakazu, vyhlasuji se mimotadna veterinarni opatieni, které mtze byt zruSeno nejdiive za rok
po vyrazeni klinicky nemocného zvifete, a to jen v pfipadé Zze se neobjevi dalsi

(Slana a kol., 2016).

Etiologie paratuberkulézy

Puvodce paratuberkulozy Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis je
nejpomaleji rostouci ze vSech kultivovanych mykobakterii. Bézna doba kultivace MAP
u skotu je az 3 mésice (Obr. 8) a u malych piezvykavci 1 vice nez 6 mésicu
(Hasotiova a kol., 2008). Byly popsany izolaty MAP zovci, jejichz kultivacni doba
prekrocila jeden rok (Kopeé¢na a kol., 2008).

Obrazek 8: MAP po 3 mésicich inkubace pii 37°C na pevné pidé dle Herrolda

Zdroj: Pavlik (2011b)
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Rovnéz 1 odolnost MAP vii€i vnéjSimu prostiedi je extrémni ve srovnani s ostatnimi.
Ve vodnim prostiedi dokdze pietrvavat vice nez 48 tydni a v pudé téméf rok
(Hasorova a kol., 2008). Oproti tomu Slana a Kovai¢ik (2014) uvadéji schopnost piezivani
Vv i¢ni vod¢ je zhruba 38 tydnt. Dale uvadéji, ze MAP dokaze ptezivat v prosttedi az 36
tydnd, v trusu zvifat 44 tydnd, v dobfe skladované kejdé¢ 55 tydnii, a pfi teploté -14°C
minimalné rok (Slana a Kovaidik, 2014). MAP se fadi mezi nejobtiznéji eliminovatelné
1 proto, ze odolava teplotam bézné pasterizace (72 - 73°C) po dobu né¢kolika desitek sekund
(Hasonova a kol., 2008). MAP je vysoce odolné vic¢i desinfekénim prostfedkim
(v€etn¢ chlorovanych preparat) a UV zafeni. Zasadni je rovnéz rezistence MAP vici
antibiotiktim, tudiz infikovana zvitata nejsou 1é¢ena (Slana a kol., 2016).

Charakteristickou vlastnosti MAP je neschopnost syntetizovat mykobaktin (chelataéni

¢inidlo), které je nezbytné pro vazani Zeleza a jeho transport do bunky (Pavlik a kol., 1999).

Zpisoby prenosu nakazy

Nejcastéjsi cestou nakazeni MAP je fekalné-oralni pienos coz znamena, ze prostiedi
kontaminované infikovanymi vykaly slouzi jako zdroj ndkazy pro vnimavé jedince. Timto
zpuisobem miize dojit k pfenosu z volné Zijicich zvifat, kterd kontaminuji pastviny, na
hospodaiska zvifata (Kope¢na a kol., 2008). Studie Kope¢né a kol. (2008) testovala volné

Zijici pfezvykavce na ptitomnost MAP (Tab. 11). Testovani prokazalo, ze primérné 2,2 %

lesni zvéte v CR, je pozitivni na paratuberkul6zu.

Tabulka 11: Vysledky testovani volné Zijicich pfezvykavci na tizemi CR (2002 — 2007)

Volné Zijici pfezvykavec Pocet vySetfenych  Podet pozitivnich %
Jelen lesni 2 206 12 0,5
Srnec obecny 835 2 0,2
Danék skvrnity 1381 78 5,7
Muflon asijsky 866 28 3,2

Zdroj: Kopec¢na a kol. (2008), modifikovano

Nejnachylnéjsi k infekci zptisobenou MAP jsou telata (mlad’ata), avSak klinické
ptiznaky se dostavuji az ve veku i nékolika let. Existuje nékolik moznosti nakazy telat
(Windsor a Whittington, 2010). Prvni moznosti je pozieni MAP kolostrem nebo mlékem.

Z tohoto diivodu je nutné v infikovaném chovu krmit telata pouze mlezivem od vlastni matky
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nebo suSenymi ndhrazkami. Typickym zplsobem nakazeni telat je pro né typické olizovani
pfedmétli, proto by méla byt od narozeni chovdna oddélené¢ od starSich kus.
(Hasomova a kol., 2008).

Dalsi cestou moznosti je nitrodélozni pienos z matky na mladé. Bylo prokazano, ze
priblizn¢ 25 % telat, u kterych se projevi klinické pfiznaky paratuberkulozy bylo infikovano
pravé jiz in utero (Khol a Baumgartner, 2011).

Ve volné pfirodé mohou byt zdrojem infekce rozkladajici se téla uhynulych,

infikovanych jedincti (Obr. 9) (Pavlik, 2011b).

Obrazek 9: Rozkladajici se télo uhynulého muflona

Zdroj: alik (211), F: J. ama ]

Jednou z dalsi moznych cest Sifeni MAP se ukazaly vysledné produkty bioplynovych
stanic (fugat, separaty), které idedln€ byvaji pouzivané jako hnojivo. Mezi dva hlavni vstupy
do bioplynovych stanic patii rostlinnd slozka a zivociSny odpad, ktery pfedstavuje moznou
cestu zavleGeni MAP. Rada chovil vyuZiva separat jako podestylku, ¢ dokonce ke zkrmovant,
¢imz muize dochazet kreinfekci nebo dokonce kinfikovani zdravych chovi
(Slana a Dziedzinska, 2015)

Patogeneze

Hlavni cestou vstupu MAP do hostitele je travici trakt, predevsim sliznice ilea
(Obr. 10) a korespondujici mizni uzliny (Khol a Baumgartner, 2011). V bachoru, se MAP
aktivuje a postupuje do dolni ¢asti traviciho traktu. Jakmile se MAP dostane do ilea, kde skrze
Peyerovy plaky vstupuje do M bunék stieva, odkud je dale pfenaseno do makrofag.
(Arsenault a kol., 2014; Viale a kol., 2014).
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MAP obsahuje bilkovinu fibronektin, ktera tvofi vazbu s bilkovinou M-bunék
integrinem. Vznik této vazby umoziuje prostup mykobakterii do M bunék. Takto vznikly
komplex je nasledné fagocytovan makrofagem. (Woo a Czuprynski, 2008).

Infikované makrofagy tvoifi granulomy, které mohou byt zdrojem latentni infekce
MAP (Arsenault a kol., 2014). Uvnitf makrofagi mize MAP migrovat do mezenterialnich
uzlin a skrze ductus thoracicus do krevniho fe¢i$té odtud pak dochazi k sifeni MAP do celého
téla (Baumgartner a Khol, 2006).

Pokud makrofagy s fagocytovanym MAP, které je schopno se uvniti makrofagu
mnozit, prostoupi do podslizni¢ni vrstvy, kde se hromadi, zptisobi jeji zesileni. Tento stav ma
za nasledek sniZzenou absorpci pfedevsim proteint, chronicky prijem a dalsi klinické ptiznaky

(Manning a Collins, 2001).

Obrazek 10: Schéma postupu infekce MAP gastrointestinalnim traktem
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Zdroj: Arsenault a kol. (2014)

Klinické projevy

Paratuberkul6za je onemocnéni, které 1ze pomoci klinickych pfiznakt identifikovat jen
ve velmi malé mife, nebot’ v infikovaném stadé je klinicky nemocnych vétSinou jen nékolik
jedinci (Obr. 11). Infekce MAP se déli do ¢étyi fazi (Tab. 12), a to v zavislosti na zavaznosti
klinickych piiznakt, potencialu Sifeni nakazy a moznostech detekce (Tiwari a kol., 2006).
Rychlost vyvoje klinického onemocnéni po infekci ovliviiuji faktory, jako je Spatna vyziva,
soub&zné paraziticka, virova a bakterialni infekce, nebo stres (St-Jean a Jeringan, 1991).
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Obriazek 11: Priklad vyskytu paratuberkulézy ve stadé
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Zdroj: http://www.opbcunkov.cz/dokumenty/prednaska/Cunkov_PAB_17 2 014.pdf

(stazeno 12. 2. 2016)

Tabulka 12: Ptehled fazi paratuberkulozy skotu

Faze Klinické projevy MAP ve vylou¢eném trusu Pravdépodobnost
(CFU/qg) detekce
:::kie X nejsou vylucovany (d)
Slabé < 10
Subklinicka X Mirng 10 — 50 +d
Hojné& > 50
ubytek hmotnosti,
Klinicka snizeni dojivosti, + +d
nepravidelny prijem
stale trvajici prijem,
Pokro¢ila letargie, + +d
vysoky ubytek vahy

Vysvétlivky: X — bez Klinickych projevi, + — MAP vylu€ovany trusem, (d) — vzacné detekovatelné,

+d — detekovatelné
Zdroj: Gilardoni a kol. (2012)

V infikovaném stad¢ ptipadaji na jedno zvife s pokrocilou klinickou paratuberkul6zou

1-2 zvifata sklinickou formou onemocnéni, 6 az 8 skrytych ptenasec¢t se subklinickou

formou a 12-25 jedinci s tichou infekci MAP (Fecteau a Whitlock, 2010).
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Prvni fazi je tzv. ,ticha infekce®, do niz obvykle spadaji mlad4 zvifata, v ptipadé
(Manning a kol., 1998; Tiwari a kol., 2006). Tato zvifata nevykazuji zadné klinické
pfiznaky a rovnéz nejsou k dispozici zddné méfitelné hodnoty subklinické nakazy. Ticha
infekce se tak stava nedetekovatelnou, nebot’ neexistuji ndkladove efektivni diagnostické testy
(Tiwari a kol., 2006).

Druha faze je oznacovana jako subklinicka. Zvite stile nevykazuje klinické ptiznaky,
nicméné je jiz mozné MAP detekovat pomoci béznych laboratornich metod
(Tiwari a kol., 2006).

Klinick4 faze infekce vychazi ze skute¢nosti, ze MAP zplsobuje chronické zanétlivé
zmény stfevni sliznice (Obr. 12), snizujici vstiebavani zivin (Hasonova a kol., 2008).
Pocatecni klinické ptiznaky prichazeji po dlouhé inkubacni dobé 3 az 5 let, v zavislosti na
urovni expozice a schopnosti zvifete bojovat proti infekci (Ayele a kol., 2001,
Tiwari a kol., 2006). Prvni signalem je postupny tbytek na vaze, i pfes normalni nebo, ob&as
zvySené chuti Kjidlu. V konecném efektu dochazi k chronickym prijmim, ktery nejsou
citlivé na 1é¢bu, a hubnuti (Tiwari a kol., 2006; Hasoiiova a kol., 2008). U skotu se dale
projevuje otok v krku a otok biicha, ztrata barvy srsti, vyhublost, ktera mize koncit eventualni
smrti (Ayele a kol., 2001). Nejvice rizikovou skupinou skotu byvaji vysokoprodukéni
dojnice. U masnych plemen skotu v nasich podminkach byl pozorovan ubytek zivé hmotnosti
zvifat 0 100 az 300 kg, a to v ramci n¢kolika tydnt (Hasofova a kol., 2008).

Obrazek 12: Zmény stény stievni béhem paratuberkul6zy

Zdoj: htps://lookfordiagnoss.comes_inf.php?term=rtueculosis&lang=1
(stazeno 29. 3.2016)
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U ovci, koz (Obr. 13), velbloudovitych a jelent se klinické projevy dostavuji diive
nez u skotu. U ovci a koz je primdrnim klinickym projevem paratuberkuldzy chronické
hubnuti a jen 10 — 20 % ptipadd je postizeno klinickym prijmem nebo shlukovanim vykalt
V pokrocilém stadiu onemocnéni (Tiwari a kol., 2006).

Obriazek 13: Koza v klinickém stadiu paratuberkulézy

Zdroj: http://lwww.paratuberculosis.net/johnes.php (stazeno 29. 3. 2016)

Podobné¢ klinické piiznaky vykazuji i1 volné zijici piezvykavci, ale akutni
paratuberkuléza je Casto pozorovana u mladé zvéte, ktera vétsinou podléha onemocnéni do
dvou tydnd (Ayele a kol., 2001). Dalsi rizikovou skupinou jsou trofejova zvitata, U nichz
nastupuje stadium uplné vyhublosti pomérn¢ rychle (Hasomova a kol., 2008).

Vzhledem k silné dehydrataci se zvySuje pfijem vody a soucasné snizuje produkce
mléka. Nicmén¢, chut’ u zvifat a vitalni funkce (srde¢ni frekvence, dechova frekvence,
teplota) zistavaji normalni (Tiwari a kol., 2006). Tiwari dale uvadi, Ze vétsina infikovanych
zvitat je vyfazena jiz v subklinické fazi z diivodu snizené produktivity, a k rozvoji klinickych
ptiznakil tudiz dochézi pouze u 10 az 15 %. (Tiwari a kol., 2006).

Pokud zvife neni  vyfazeno v klinické fazi je  letargické, slabé
a vyhublé. V disledku silnych priijmil se dostavuje hypoproteinémie projevujici se typicky

submandibularnim edémem (tzv. bottle jaw) (Tiwari a kol., 2006).

Nakazova situace CR

Paratuberkul6za byla do roku 1990 téméf neznamym onemocnénim vyskytujicim se
vzacné V nékterych chovech ovei a skotu. V polovingé 90. let se nakazova situace vyrazné
zménila, a to predev§im z divodi importi skotu z tehdejsich stati EU. V této dob¢ se stale

Castéji zacaly objevovat klinické ptipady chronického prijmu a hubnuti, coz vedlo k odhaleni
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desitek infikovanych stad skotu. Od roku 1990 byla snaha tlumit paratuberkulézu jak
u mlécného, tak masného a dojené¢ho skotu, u jelenti lesnich, dankti, muflond, antilop
a dalsich druht ptezvykavcu. (Pavlik a kol., 2011a).

Po provedeném monitoringu v roce 2007 s kapacitnim hospodatstvim s chovem skotu,
byl  vyskyt infikovanych  zvifat odhadovan az v 70 %  hospodafstvich
(Kolektiv autori, 2008).

V roce 2013 byla potvrzena celkem dvé ohniska paratuberkuldézy. Prvni z nich
Vv Plzeniském kraji, kde bylo vyhlaseno ohnisko na hospodafstvi skotu na zéklad¢ pozitivniho
kultivacniho vySetfeni organti odebranych na jatkdch. Druhé ohnisko bylo vyhlaseno v ZOO
v Usti nad Labem, kde byla nidkaza potvrzena bakteriologicky u uhynulé lan& jelena
bélohubého. V ZOO byla vyhlasena mimotadna veterinarni opatieni, nicméné klinicka forma
paratuberkuldzy nebyla mezi piezvykavci v ZOO zjisténa (Kolektiv autori, 2014).

Za obdobi od 1. 1. 2005 do konce roku 2014 byl vyskyt paratuberkulozy potvrzen
celkem ve 28 chovech. Z uvedeného poctu ohnisek nakazy bylo k 31. 12. 2014 devét stale
aktivnich, dodrzujicich mimofadna veterinarni opatieni, z ¢ehoz 6 ohnisek se nachazi

v JihoCeském kraji a pét z nich patii jednomu chovateli (Kolektiv autoru, 2015).

Prevence a tlumeni

Paratuberkuloza je té€zce diagnostikovatelné a nelécitelné onemocnéni, je tudiz velice
dilezité zavadét kontrolni programy ve stddech pozitivnich na MAP a zabranit Sifeni
onemocnéni do negativnich stad (Khol a Baumgartner, 2011).

Pfed piijmutim vhodnych opatieni k tlumeni paratuberkulozy je nutno definovat
nakazovy status (Tab. 13) (Slana a Kovar¢ik, 2014).

Obecné je v ramci tlumeni paratuberkulézy snaha co nejvice omezit moznost infekce
vnimavych jedinct, a to hlavné mlad’at (Slana a Kovar¢ik, 2014). Je dulezité rychlé oddéleni
mladéte od matky. Ndzory na tento proces se ruzni, idedln¢ by vSak mélo byt tele oddélené
okamzité, nejpozdéji vSak do 12 hodin po porodu. Je vSak tfeba zvazit nejen hledisko
etologické, ale v prvni fadé v€asné napojeni mladéte mlezivem, které je pro mladata
pfezvykavcei nezbytné pro ziskdni protilaitek proti infekénim agens z prostiedi

(Hasomova a kol., 2008).
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Tabulka 13: Rozdéleni chovi dle vysledki ELISA

Chov Sérologicky pozitivni zviiata Zpusob identifikace
: o 412 % jednoduché sérologické vySetienim
VR U na ? bazénového vzorku mléka
vySetfenim vzorkl z pouzitych
mlécnych filtri,
Sti‘edni promoi‘eni 6-12% L, PCR, .
bazénové vzorky mléka jsou
sérologicky negativni
screeningové vysetieni
individualnich vzorku mléka,
Nizké promoteni do 6 % vySetfeni mlécnych filtrti a
bazénovych vzorkt mléka jsou
negativni
chovy dlouhodobé negativni nebo
Certifikovany se sporadickym vyskytem -

pozitivnich zvitat

Vysvétlivky: PCR — polymerazova fetézova reakce
Zdroj: Slana a Kovai<¢ik (2014)

Pokud se ndkaza v chovu prokaze, je nezbytné nutné pfijmout nasledujici zootechnicka

opatieni tykajici se zejména okolo porodniho obdobi:

nutnd separace porodnich boxt pro teleni pozitivnich a negativnich krav
premisténi telat z porodniho boxu v co nejkratsi dobé

telata prvotelek napajet vyhradné kolostrem vlastnich matek

pti ziskavani kolostra se vyvarovat kontaminace trusem

jalovicky napéjet nejlépe proveienym susenym mlékem s certifikatem

telata odchovavat mimo staje pro kravy (a vykrmny)

v chovu je nutno maximalné snizit stresové zatizeni, vyvarovat se chyb ve
vyzivé, nenakupovat zvifata z neprovétenych zdroji.

je vhodné vést evidenci, zda tele nepochazi od pozitivni matky a ptivod

kolostra, pokud neni od vlastni matky (Slana a Kovar¢ik, 2014).

K vyzivé mlad’at v pozitivnich chovech Ize ke krmeni vyuzit mlezivo od vlastni matky

nebo nahradni, zamrazené¢ mlezivo od provéfenych neinfikovanych matek. Smésné miéko,

ur¢ené¢ pro mlad’ata, by mélo byt vzdy tepelné oSetfeno, a to 20 minut pii 80 °C.

v

Nejspolehlivéjsi variantou mlééné vyzivy bez rizika kontaminace MAP jsou suSené mlécné

nahrazky (Hasonova a kol., 2008).

Zvitata vylucujici MAP v jakékoli fdzi onemocnéni, museji byt vyfazena ze stada co

nejdiive, jelikoz ptedstavuji hlavni zdroj Sifeni infekce ve stdd¢€. Zvirata pozitivni na
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protilatky by také méla byt co nejdiive vyfazena a celé stddo opakované testovano kombinaci

ptimych a neptimych diagnostickych testti (Khol a Baumgartner, 2011).

Crohnova choroba

Crohnova choroba je chronické zanétlivé lidské onemocnéni stieva (Obr. 14), které
muze postihnout cely zaZivaci trakt, v 50 % ptipadl se vSak omezuje na termindlni Cast ilea
(Eshuis a kol., 2008). Svym priabéhem se velmi podoba paratuberkuloze. U pacientd
postizenych Crohnovou chorobou bylo MAP detekovano ¢astéji, nez u lidi zdravych, nicméné
neni znamo, jestli se u nich nejprve projevila nemoc a poté byli infikovani MAP, nebo
naopak. Kauzalni souvislost mezi MAP a Crohnou chorobou nebyla prozatim prokézana, ale
MAP je uvadéno jako jedna z moznosti (Cirone a kol., 2007).

Clovék se miize MAP nakazit prostfednictvim konzumace kontaminovaného mléka,
mlécnych produktli nebo masa, a to predev§im diky odolnosti MAP wviici teplotdm bézné

pasterizace (Cirone a kol., 2007).

Obrazek 14: Porovnani zdravé a infikované strevni sliznice

Normal Crohnova

choroba
dlazdicovita

struktura

Zdroj: http://bartlova-szs.wz.cz/crohnovachoroba4.html (stazeno 28. 3. 2016)
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2.2.2 Tuberkulozni infekce

Tuberkulézni infekce jsou zoonoticka onemocnéni zplsobena zastupci komplexu
Mycobacterium tuberculosis (MTC), ktera predstavuji skute¢ny problém v populacich zvifat
po celém svété. VétsSina zastupci MTC je schopna infikovat volné zijici druhy i zvitata
chovana v lidské péci, a to jak hospodarska, tak zoo zvirata (Tab. 11) (Alvarez a kol., 2010;
Lécu a Ball, 2011).

Tabulka 14: Zastupci MTC a jejich hostitelé chovani v lidské péci

Zastupce MTC Hlavni znami hostitelé Hostitelé chovani v lidské péci

sloni
lidoopi
_ kozy
M. tuberculosis clovék, lidoopi ptaci
tapir jihoamericky
zirafy
Nnosorozci
vSichni ptezvykavci
psoviti
hlodavci
lidoopi
velké kockovité Selmy
_ ] divoka prasata
M. bovis dobytek (buvol, bizon) sloni
nosorozci
kong
ptaci
onager
velbloudoviti

(divoka) prasata
jeleni

M. caprae ovce, koza, prase jelenec béloocasy
velbloudi

bizoni

L divoci osli
M. microti hrabosi, velbloudoviti velké kockovité selmy
velbloudi
M. pinnipedii Ploutvonozci tapifi
velké kockovité Selmy
dobytek

M. africanum Clovék prasata
lidoopi

Vysvétlivky: M. — Mycobacterium, MTC — Mycobacterium tuberculosis komplex
Zdroj: Lécu a Ball (2011), modifikovano
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2.2.2.1 Bovinni tuberkuloza

Bovinni tuberkuléza je chronické bakteridlni onemocnéni prezvykavcu napadajici
nejcastéji plice, které mize byt pfenosné i jiné druhy savcl. Rovnéz se jedna o vyznamnou
zoonozuU, ktera se na Clovéka prenasi typicky vdechovanim aerosoli nebo pozitim
nepasterizovaného mléka nemocnych zvifat. Plivodcem bovinni tuberkulézy je nejcastéji

Mycobacterium bovis a v mensi mife Mycobacterium caprae (Alvarez a kol., 2010).

Nakazova situace

V minulosti byla bovinni tuberkul6za béznou pficinou tuberkulozy lidi, kteti se
nakazili nejéastéji infikovanym nepasterovanym mlékem. V CR byla tuberkuléza skotu v roce
1968 diky rozsahlym eliminaénim postuptim eliminovana (Pavlas, 2008). Po vstupu CR do
EU byla rozhodnutim Komise ¢. 320/2004 ze dne 31. bfezna 2004 prohlasena za oficialné
prostou tuberkuldzy pokud jde o stdda skotu. Pro udrzeni uvedeného statusu je vSak nutné dle

platné legislativy provadét pravidelny monitoring (Tab. 15) (Kolektiv autori, 2014).

Tabulka 15: Souhrnny monitoring tuberkulézy skotu z roku 2014 v CR

Rok Zvirata | Pozitivni | Zvirata | Pozitivni | Dubiozni | PA zmény na Kult.

I 1 jatkach pozitivni
2010 5162 0 - - - 2 0
2011 6 338 0 - - - 5 0
2012 6 560 0 - - - 0 0
2013 7151 0 - - - 1 0
2014 7 362 0 169 171 5 18 0 0

Vysvétlivky: Zvitata 1 - Pocet vySetfenych plemennych bycku, bykt a zvifat z jinych c¢lenskych stati,
Zvitata II — Pocet vySetfenych krav (dojnic) starSich 24 mésici jednoduchou tuberkulinaci,
PA — Patologické, Kult.— Kultivaéné

Zdroj: Kolektiv autori (2014)

V soucasné¢ dob¢ nejveétsi riziko opétovného zavleCeni bovinni tuberkuldzy
predstavuje dovoz infikovanych zvitat do zoologickych zahrad a jinych zajmovych chovi.
Nékaza se pak mlze pfenést na jina zvifata ¢i na oSetiovatele, ktefi se ndsledné¢ mohou stat
potencialnim zdrojem infekce. K pfenosu v tomto piipad¢ dochédzi nejcastéji inhalaci, prenos

pifimym kontaktem nebyl prokazan (Barta a kol., 2009).
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Byly zaznamendny konkrétni pfipady importl zoo zvifat pozitivnich na bovinni
tuberkuldzu, a to napf. u bizond v roce 1993 nebo u tapirt v roce 1994 (Pavlik a kol., 2011b).

Tuberkuléza zptisobena pivodcem M. caprae byla na tzemi CR prokazana
Vv poslednich tfech ohniscich bovinni tuberkuldzy, a to v roce 1995 u skotu, v roce 1999
u farmové chovanych jelent lesnich a v roce 2002 u velbloudi dvouhrbych v ZOO Praha
(Pavlik a kol., 1995).

V letech 1990 - 2004 byl v $esti statech stiedni Evropy (Ceska republika, Chorvatsko,
Mad’arsko, Polsko, Slovensko a Slovinsko) monitorovan vyskyt bovinni tuberkulézy u skotu,
ostatnich hospodarskych a volné Zijicich zvitat. Celkem byla prokdzana v 1270 farméch skotu

a 115 ostatnich druht zvifat (Tab. 16).

Tabulka 16: Vyhodnoceni pozitivnich zvirat dle zptisobu chovu

Misto chovu zvifete Pocet pozitivnich %
Voln4 p¥iroda 55 47,8
Zoologické zahrady 38 33,0
Infikované farmy skotu 18 15,6
Farmy jeleni lesnich 2 1,8
Obory 1 0,9
Cirkusy 1 0,9

Zdroj: Pavlik a Tréka (2006)

Bovinni tuberkuléza u zvifat v zoologickych zahradach rozhodné neni zanedbatelna,
nebot’ byla prokazana celkem u 38 zvifat spadajicich do 13 zivocisnych druzich.
V zoologickych zahradach jsou zvifata chovana ve velkych koncentracich, coz vede k riziku
pienosu nejen pro vlastni stado, ale i pro ostatni chovana zvifata. Proto je nutné dusledné
dodrzovat zdravotni zkousky pied presuny zvifat a laboratorni doSetfovani na

mykobakterialni infekce vSech uhynulych zvitat (Pavlik a Tréka, 2006).
Etiologie bovinni tuberkulozy

Pivodcem bovinni tuberkulézy je Mycobacterium bovis, coz je obligatni
interacelularni patogen (Pollock a Neill, 2002). Patogenita tuberkuldéznich bacil spociva
Vjejich schopnosti ptezivat V hostiteli po dlouhou dobu, kde wvyvolavd onemocnéni

ptekonanim imunitniho systému (Flynn a Chan, 2001).
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Schopnost piezivat dlouhou dobu mimo télo hostitele, je zplisobena nepropustnosti
mykobakterialni bunééné stény a pomalym rastem. Ve srovnani s MAP je vSak M. bovis méné
odolné a vice citlivé na zmény pH (Pollock a Neill, 2002). M. bovis je schopno v kadaveru
prezivat 5 — 6 mé&sict, v hnoji a na pastviné az 5 mésict a ve stajich az 10 mésict. Pokud je
vSak M. bovis vystaveno pfimému slunecnimu svitu, je zniCeno za nékolik minut
(Pavlik a kol., 2011b).

Kultivace M. bovis vyzaduje 37 °C, ale na rozdil od M. tuberculosis, které kolonie
zacina tvofit zhruba po dvou tydnech, rostou jeho kolonie delsi dobu, a to v rozmezi mezi

6 - 9 tydny. Kolonie jsou drobné, bezbarvé, hladké a ploché (Bednai a kol., 1996).
Zpusoby prenosu nakazy

Zdrojem bovinni tuberkuldézy je nejcastéji nemocné zvife vylucujici M. bovis
v pokrocilém stadiu infekce sekrety, exkrety a exkrementy, které nejCastéji maji podobu
sputa, vykali nebo mléka. V mensi mife muze byt infekce prenasena déloznimi exkrety, moci
nebo semenem (Machackova a kol., 2004).

Nejcastéjsim typem pienosu M. bovis (Obr. 15) je inhalace aerosolt, tedy aerogenni
pfenos. Alternativni aerogenni moznosti ndkazy je vdechnuti kontaminovanych prachovych
castic a kapek, fihani, nebo z pastvin kontaminovanych vykaly volné zijicich infek¢nich zvirat
(Phillips a kol., 2003).

Dalsi moznost pfenosu je alimentarni cestou, a to pfimo pozienim patogenu nebo ve
zpracovanych vyrobcich (Machac¢kova a kol., 2004).

Je mozny také prinik skrze poranénou kiizi. Vice moznosti pfenosu umoziuje Sifeni
nakazy mezi jednotlivymi druhy zvitat (Machackova a kol., 2004).

Pienosové cesty mezi zvifaty jsou piimo spojeny s lokalizaci granulomti. Plicni l1éze
obecné vedou k vzdusnému pienosu, zatimco 1éze mezenterickych lymfatickych uzlin mohou
vést k vyluCovani mykobakterii ve vykalech. Horizontalni ptenos je nejrozsifenéjsi zptsob
kontaminace. K vertikalnimu pfenosu muze dochazet pies placentu ¢i pupecnikovou infekci
(Kaneene a Pfeiffer, 2006).

Volné 7zijici ptrezvykavci jsou Vporovnani se skotem vnimavejsi k bovinni
tuberkuléze, jelikoz se u nich béhem tuberkuldzniho procesu ve velké mitfe formuji abscesy.
U jelent lesnich byla zjisténa urcita souvislost véku a pohlavi na vnimavost k nakaze. Nejvice
nachylné byly lang stars$i 3 let a samci starSich 2,5 roku (Machackova a kol., 2000).

Osetrovatelé zvifat, pracovnici zivoc¢isnych provozii (zpracovani tél a organt zvirat,

nedostateCné tepelné oSetfené produkty) nebo konzumenti se mohou nakazit pfimo
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kapénkovou infekci nebo pozienim infikovanych zivociSnych produkti. Muze dochéazet
k nakazam pii oSetfovani piimo klinicky nemocnych zvifat a to hlavné pii nedodrZeni
hygienickych zasad. Ke styku s volné Zijicimi infekénimi zvifaty mlZe dochdzet i ndhodné
nebot’ v pokrocilém stddiu nemoci ztraceji plachost a vyhledavaji snadno dostupnou potravu

podavanou domacim zvitatim (Pavlik a kol., 2011b).

Obrazek 15: MozZnosti pirenosu infekce zptisobené Mycobacterium bovis

Volné Zijici zviFta

- W » = W i3
Clovék s oslabenou imunitou Zdravy ¢lovék

Zdroj: Biet a kol. (2005), modifikovano
1: Infekce z kontaminovaného materialu, 2: Pfenos aerosolem, 3: Infekce ze zpracovanych produktl

4: Vertikalni pfenos infekce, 5: Horizontdlni pfenos infekce, 6: Infekce predaci

Patogeneze

Bovinni tuberkuldza se projevuje jako chronické, zanétlivé onemocnéni, projevujici se
nekrotizujicimi granulomy (Obr. 16), které primarné postihuji plice a lymfatické uzliny
(Brennan a Nikaido, 1995).

Piivodce tuberkulézy po vniknuti do hostitele, aerogenni ¢i alimentarni cestou, pronika
do tkan¢ a zpusobuje jeji poskozeni. PoSkozend tkan reaguje exsudativnim zanétem, ktery

vyvolava zvysené prokrveni poSkozeného useku tkané. Tato zanétlivda zména je oznaovana
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jako primarni afekt, coz je odpovéd hostitele na cizorodou latku uvoliovanou
mykobakteriemi. Primarni afekt vétSinou doprovazeji i zmény v regionalni mizni uzlin€, do
niz se mykobakterie dostavaji lymfatickou cestou a v niz se tvoii tuberkulomy vznika tzv.
uplny primarni komplex neboli tuberkul, ktery byva oznacovan jako primarni forma
nakazy. Poté dochazi k definitivnimu nebo zdanlivému zastaveni procesu. Primarni komplex
se zajizvi nebo se puvodce §iti dal do organismu (Treml a kol., 2014).

Pokud se ptvodce Sifi hematogenni, lymfatickou cestou nebo kanalikularné
a zachycuje se v dalSich organech hostitele, jedna se tedy o postprimarni diseminaci, ¢imz
vznikd rana generalizace onemocnéni (Machackova a kol., 2004).

Nésledn¢ muize plsobenim riznych stresovych faktord (porod, interkurentni
onemocnéni, hladovéni, stafi) dojit k sekundarnimu rozsiteni infekce za vzniku tzv.
chronické organové tuberkulozy, pii niz dochazi ¢asto k expanzi infekce do vyvodnich cest
a k vyluCovani  velkého mmnozstvi ~mykobakterii do  vné€jstho  prostiedi

(Machackova a kol., 2004; Treml a kol., 2014).

Obrazek 16: Zvapenatély granulom

Zdroj: Pavlik a kol. (2011b)

Klinické priznaky

Klinické pfiznaky bovinni tuberkulézy jsou velmi rozmanité. Zavisi na rozsahu
a lokalizaci tuberkul6znich zmén a také na vnimavosti postizenych zvifat. Bovinni
tuberkuloza se fadi mezi chronicky probihajici onemocnéni, a proto jednim z prvnich
klinickych pfiznakl je hubnuti. Jelikoz se jedna o onemocnéni primarné plic je doprovazené
kaslem zpocatku suchym, pozdéji vihkym (Cousins, 2001; Biet a kol., 2005).

Pti stfevni formé bovinni tuberkuldzy se vyskytuji trdvici poruchy zejména obcasné

prujmy, které mohou byt s pfimési hlenu az krve (Cousins, 2001; Biet a kol., 2005).
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Tuberkuloza postihujici mlé¢nou Zlazu nemusi byt dlouho patrna, pozdéji se vykytuje
ve form¢ lobularn€ infiltrativni mastitidy. Supramamarni uzliny jsou siln€ zanicené
a zveétSené. Sekret mlécné zlazy se méni také az pozdé€ji. Dochazi ke snizovani dojivosti.
Sekret je vodnaty, mirné nasedly s piimési vlocek (Morisson a kol., 2000).

Pii infekci pohlavnich organti samci a samic dochazi k naruseni reprodukénich
schopnosti. U bfezich zvifat miize dochazet ke zmetani. Pfi postizeni ledvin byvd moc¢
zakalend s vlo¢kami hnisu. Pfi tuberkuléze centralni nervové soustavy se objevuji kiece
a obrny. Patologické zmény (Obr. 17) pii bovinni tuberkuléze se nejcastéjsi nalézaji

Vv plicich, lymfatickych uzlinach, déloze, mlécné zlaze a na ser6zach (Treml a kol., 2014).

Obrazek 17: Patologicky nalez na plicich lamy trpici bovinni tuberkul6zou
7 ‘ s , (&

- B &
Zdroj: http://bovinetb.blogspot.cz/2010/07/tuberculosis-as-it-is.html (stazeno 1. 4. 2016)

U sparkaté zvéte je priibéh bovinni tuberkuldzy subakutni az chronicky. Akutni forma
onemocnéni se €astéji vyskytuje u mladat, ktera jsou k onemocnéni vnimavéjsi nez dospéla
zveéf. Klinické piiznaky se 1isi vzhledem k rtzné distribuci 1ézi v organismu a objevuji se
Casto az té€sn¢ pred tthynem. Hlavnimi klinickymi pfiznaky jsou kaSel, hubnuti, dyspnoe,
zvétSeni az abscedace povrchovych miznich uzlin, coz mize vyvolat vznik pistéli. DalSimi
klinickymi pfiznaky muize byt retardovany rust parozi nebo absence pohlavniho chovani
u samcli. Kuhynu mtze dochdzet po Sesti mésicich az nékolika letech od zaznamenéni

klinickych ptiznakti (Machackova a kol., 2000).
Tuberkulinace

Tuberkulinace je diagnostickda metoda zalozena na aplikaci tuberkulinu

intradermalnim vpichem. Tuberkulin je purifikovany proteinovy derivat (PPD), ziskavany
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Z teplem osetfenych produktd ristu a rozkladu M. bovis nebo M. avium, které jsou schopny
odhalit oddalenou alergickou reakci u zviiete senzibilizovaného k mikroorganismim stejného
typu (Morisson a kol., 2000).

Tuberkulin se aplikuje na hranici pfedni a stfedni tfetiny krku. Kize musi byt zdrava
bez chorobnych zmén, rovnomérné silna s moznosti snadného vytvotfeni kozni fasy. V misté
aplikace vystiiha srst. Mezi palcem a ukazovackem se vytvoii fasa kiize a jeji tloustka se po
zmeifeni kutimetrem zaznamena. Davka 0,1 ml tuberkulinu se aplikuje Sikmo do nejhlubsich
vrstev ktuize. PO intradermalni aplikaci je nutno pohmatem zjistit zda doslo k vytvoreni
pupence v misté aplikace alergenu (Kolektiv autorii, 2002).

Reakce se posuzuje za 72 hodin po aplikaci adspekci, palpaci kiize, ptipadné¢ méfenim
zesileni kozni tfasy kutimetrem (Obr. 18). V piipadech, Ze se adspekci nebo palpaci zjisti
zdufeni ktize, stanovi se zesileni kozni fasy (reakéni Cislo) z rozdilu zakladni tloustky ktze
pted aplikaci a pii posouzeni (Tab. 17) (Kolektiv autori, 2002).

Obrazek 18: Méieni tloust’ky kozni iFasy kutimetrem

Zdroj: https://www.fginsight.com/news/familys-bovine-tb-nightmare-highlights-horror-of-
the-disease-608 (stazeno 28. 3. 2016)

Tabulka 17: Vyhodnoceni jednorazové intradermatalni tuberkulinace

Reakce Zesileni koZni fasy Klinické prtiznaky
Negativni do 2 mm X
Dubi6zni 2—-4mm X

difuzni/rozsahly otok
exsudace
Pozitivni nad 4 mm nekroza
bolestivost/zanétliva reakce
korespondujicich miznic
a miznich uzlin

Zdroj: Morisson a kol. (2000), Kolektiv autori (2002)
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Dle nafizeni komise evropskych spoleCenstvi €. 1226/2002 se uznavaji nasledujici
intradermdlni tuberkulinace:
e jednorazova intradermalni tuberkulinace - vySetfeni vyZzadujici jednordzovou
aplikaci bovinniho tuberkulinu
e simultanni intradermalni tuberkulinace - vysetieni vyzadujici jednu intradermalni
injekci bovinniho tuberkulinu a jednu intradermalni injekci aviarniho tuberkulinu,
podavanych soucasné
Zvitata, u kterych byla jednordzova intradermalni tuberkulinace nepriikazna, jsou
vySetiena dal$i intradermalni tuberkulinaci nejméné po 42 dnech. Pokud v tomto druhém testu

negativni, jsou v tomto testu povazovana za pozitivni (Kolektiv autori, 2002).

Mycobacterium bovis BCG

Kmen BCG (Bacillus Calmette-Guérin) byl pojmenovan podle francouzského 1ékate
Alberta Calmetta a veterinafe Camilla Guérina, kteti od pocatku 20. stoleti pracovali na
vyvoji vakciny proti tuberkuloze. Od roku 1908 zacali kultivovat kmen M. bovis, ktery byl
izolovan z vemene kravy trpici na tuberkul6zni mastitidu. Ttinact let péstovali tento kmen na
bramboru se zluci a glycerinem a provedli 231 pasazi. V roce 1921 se jim podafilo oslabit
virulenci kmene natolik, ze bylo mozné ho pouzit jako ockovaci latku. Dodnes je BCG
vakcina jedinou dostupnou vakcinou slouzici k prevenci tuberkuléozy u lidi
(Svobodova, 2014).

Kalmetizace (ockovani proti tuberkuldéze) ma jiny charakter nez ockovani proti jinym
infekénim chorobam. Dité o¢kované proti TBC miiZe pfi opakovaném nebo trvalém kontaktu
s nakazlivou osobou onemocnét. Diky ockovani vSak dochézi k urychlené aktivaci bunécné
imunity, coz zabrani vzniku zavaznych hematogennich forem, jako je miliarni tuberkuldza
nebo tuberkuldzni meningitida. Vznikne vétSinou jen ohraniceny nalez v plicich spojeny se
zvétSenymi lymfatickymi uzlinami v plicnim hilu, ktery je méné zdvazny nez u neockovanych

déti a je mozné jej trvale vylécit (Alusikova a kol, 2010).
2.2.3 Mykobakteriozy

Netuberkuldzni mykobakterie (NTM), kterych je dnes identifikovano vice nez 140
druht, jsou obvykle saprofytické organismy vyskytujici se v pidé€, vod¢€, prachu ¢i aerosolu.
NTM jsou velmi ptizplisobivé a rostou v Sirokém rozmezi teplot, pH, salinity a tenze kysliku.

Jelikoz vétSina znich je podminéné patogenni, vyvolavaji onemocnéni (mykobakteriozy)
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typicky u zvifat ¢i lidi SnaruSenym imunitnim systémem. (Falkinham, 1996;
Marusi¢ a Jankovi¢, 2012).

Mykobakteridzy postihuji zvifata, od ptakti pfes drobné savce az po hospodaiska
zvifata. Jsou proto zavazné nejen z ekonomického hlediska, ale zejména potenciondlnim
pfenosem na ¢lovéka konzumaci masa, mléka nebo vajec (KFiz a kol., 2012). Doposud vSak
nebyl prokdzadn mezilidsky pfenos NTM. Hlavnim zdrojem nékazy je kontaminované
prostiedi, nejcastéji voda a puda (Griffith a kol., 2007)

U lidi lze rozdélit mykobakteriézy na zaklad¢ jejich klinické manifestace do Ctyt
skupin infekeci.:

e Plicni infekce

e Infekce kiize a pojiva

e Lymfadenitidy perifernich miznich uzlin

e Systémové infekce (Griffith a kol., 2007; Tortoli, 2009).

Tortoli (2003) ve své diivéjsi studii dosel k zavéru, ze pomalu rostouci mykobakterie
jsou obvykle piivodci plicnich a lymfatickych onemocnéni, zatimco rychle rostouci druhy
zpusobuji pfevazné¢ infekce klize a pojivovych tkani.

Plicni infekce jsou nejcastéjSim projevem infekci zplisobenych NTM. Symptomy

chronickych plicnich onemocnéni jsou variabilni a nespecifické (Tab. 11)

Tabulka 11: Formy plicnich mykobakterioz

Forma Charakteristika

Fibronodularni bronchiektazie chronické rozsiteni pridusek
Fibrokavitarni forma podobna tuberkuloze

Solitarni noduly uzliky vznikajici pfi interakci bakterie s hostitelovou tkani
syndrom ,,hot tub lung* podobny hypersenzitivnimu plicnimu onemocnéni

Zdroj: Griffith a kol. (2007)

Infekce kize a pojivovych tkani se projevuji koznimi lézemi, abscesy a chronickymi
granulomy. Tyto infekce mohou byt nasledky infekce rany po trazu, ale rovnéz mohou byt
nozokomialniho ptvodu, jako nasledek chirurgického zakroku. Nejvyznamnéj$imi ptavodci
téchto infek¢nich onemocnéni jsou M. marinum a M. ulcerans (Griffith a kol., 2007).
M. ulcerans zpisobuje nekrotizujiciho onemocnéni vied Buruli (Obr. 19), coz je onemocnéni

vyskytujici se pievazné v Australii, Africe, Asii a Jizni Americe (Merritt a kol., 2010).
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Béhem této infekce dochazi Kk tvorbé velkych zjizvenych  viedd, 1ézi
a chronickému staZzeni svali. Nastava masivni deformace koncetin, které mohou vést az
k amputaci (Wang a Pancholi, 2014).

Obrazek 19: Vied buruli

Zdroj: http://www.cdc.gov/buruli-ulcer/ (stazeno 28. 3. 2016)

Lymfadenitidy jsou zanéty miznich uzlin, obvykle postihujici déti do péti let véku,
nebot’ vtomto obdobi dochazi ke kontaktu s kontaminovanymi pfedméty usty. Nejcastéjsi
formou lymfadenitid je cervikalni adenitida (zanét krénich uzlin). Mezi nejcastéjsi pivodce
patii zastupci MAC (Griffith a kol., 2007; Tortoli, 2009).

Systémové (diseminované) infekce postihuji pievazné imunosuprimované nebo
imunodeficientni jedince, jako jsou pacienti s HIV nebo lidé po transplantacich. Cestami
infekce byva nejcastéji dychaci a travici trakt. Byly ovSem zaznamenany i piipady nakazeni
ptes kontaminované katetry (Otaki a kol., 2002; Tortoli, 2009).

NejmarkantnéjSim problémem mykobakteridoz je rezistence NTB k ATB, coz vede
k zdlouhavé a nakladné 1é¢bé. V piipadé 1é¢by plicni infekce zpisobené MAC trvajici po
dobu 14 mésici je cena zhruba 100 000 K¢ (Leber a Marras, 2011).
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3. ZAVER

Mykobakterie jsou velmi odolné mikroorganismy, jez si vytvotily fadu mechanismu
umoznujici jim vynikajici adaptabilitu k prostfedi. Jednim z nich je napiiklad intracelularni
parazitismus, ktery pfedstavuje schopnost piezivat a mnozit se uvnitf bunck hostitele
a Vvptipadé mykobakterii byvd casto oznacovan jako nejdilezitéjsi faktor virulence.
Mykobakterie jsou schopny vytvaret biofilm, coz jim umozituje mnohem vyssi odolnost viici
antimikrobidlnim a dezinfekénim latkdm v porovnani s jejich planktonnimi formami.

Puvodce paratuberkulézy Mycobacteium avium subsp. paratuberculosis je nejpomaleji
rostouci ze vSech kultivovatelnych a bézna doba kultivace muze v ptipad¢ vzorkil z malych
piezvykavcei Cinit az Sest mésicti. Pivodce rovnéz odolava béznym teplotdm pasterace, ¢imz
hrozi Sifeni ndkazy ptfes kontaminované mléko. Nejnachylnéjsi k infekci jsou mlad’ata, avsak
vzhledem Kk velmi dlouhé inkubaéni dobé, rozvoj klinickych ptiznakt ptichazi obvykle ve
véku tfi az pét let. Dle Evropské unii neni paratuberkuléza klasifikovana jako zoon6za ani
jako nakaza zptisobujici velké ekonomické ztraty, tudiZ se pro ni neschvaluji ozdravovaci
programy. Zatimco V Evropské unii je povinnost hlasit pouze klinicky nemocné zvitata, aby
se zamezilo obchodovani s infikovanymi zvifaty, podle legislativy Ceské republiky je
zavedena oznamovaci povinnost jiz pii podezieni na vyskyt paratuberkuldzy. Vzhledem
k tomu ze paratuberkuldza je tézce diagnostikovatelné a nelécitelné onemocnéni, je velice
dulezité zavadét kontrolni programy ve stadech, ktera byla vyhodnocena jako pozitivni
a zabranit Sifeni onemocnéni do negativnich stad.

Tuberkulozni infekce jsou zoonotickd onemocnéni zplsobena zastupci komplexu
Mycobacterium tuberculosis, ptedstavujici taktéz zavazny problém v populacich zvifat po
celém svété. VétSina zastupci tohoto komplexu je schopna infikovat volné zijici druhy
i zvifata chovana v lidské péci, a to jak hospodaiska, tak zoo zvifata. Patogenita
tuberkuldznich bacilti spociva v jejich schopnosti piezivat v hostiteli po dlouhou dobu, kde
vyvolavd onemocnéni prekondnim imunitniho systému. Neméné dilezitd je schopnost
prezivat dlouhou dobu mimo t€lo hostitele, ktera je zplsobena nepropustnosti
mykobakteridlni bunééné stény a pomalym ristem. Po vstupu Ceské republiky do Evropské
unie byla v roce 2004 nase republika prohlasena za oficialn¢ prostou bovinni tuberkulézy,
pokud jde o stada skotu. Pro udrZeni tohoto statusu je vSak nutné dle platné legislativy
provadét pravidelny monitoring, nebot’ v souc¢asné dob¢ nejvétsi riziko opétovného zavleceni

bovinni tuberkuldzy piedstavuje dovoz infikovanych zvitat do zoologickych zahrad a jinych
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zajmovych chovi. Ndkaza se pak mulze prenést na jind zvifata ¢i na oSetfovatele, ktefi se

nasledn¢ mohou stat potencialnim zdrojem infekce.
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