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PEPTIDIC COMPONENTS OF SHEEP AMNIOTIC FLUID
REGULATE CELL PROLIFERATION OF BP-A31 CELLS

PEPT1DICKÉ LÁTKY AMNIÓNOVEJ TEKUTINY OVIEC REGULUJÚ 
PROLIFERÁCIU BUNIEK BP-A31

J. Blahovec1, Z. Kostečka1, J. Mešter2, F. Cavaille"

1 University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic
4NSERM U-55, Paris, France

ABSTRACT: Cell proliferation and differentiation of developing fetus is intluenced by hormones as well as insulin-like 
growth factors and their binding proteins contained in amniotic fluid. Our purpose was to study the actual mitogenic activity 
of proteins and peptides present in the sheep amniotic fluid. The cell cycle regulatory activity was estimated by using mouse 
fibroblasts BP-A3I as target cells. The whole amniotic fluid was inactive. However, after removal of small molecules on 
Sephadex G-10, the fraction eluted in the void volume (Mr > 0.7 kDa) was able to induce the cell division cycle in a significant 
proportion of quiescent fibroblasts (Fig. 1, fraction A; Fig. 2). By further gel chromatography of this active fraction at acidic 
condition on Sephadex G-50. two components with mitogenic activity were separated. One component was eluted immediately 
after the void volume of the column, the other one was coeluted with l25I-IGF-I (Fig. 3). The functional characteristics of 
mitogenic signal of both components (sensitivity to mitogenic effectors) were similar to those of IGF-I and insulin (Fig. 4). 
We suppose that a component with higher molecular weight eluted in the vicinity of the void volume of Sephadex G-50 
represents probably IGFBPs or other similar proteins.

amniotic fluid; IGFs; IGFBPs; cell proliferation; BP-A31 cells

ABSTRAKT: Proliferácia a diferenciácia buniek vyvíjajúceho sa plodu je ovplyvňovaná, okrem hormónov aj inzulínu 
podobnými rastovými faktormi a ich vázobnými proteínmi, přítomnými v amniónovej tekutině. Cielom našej práce bolo zistiť 
akluálnu mitogénnu aktivitu proteínov a peptidov izolovaných z amniónovej tekutiny oviec, na čo sme použili chemicky 
transformované myšie fibroblasty (buňky BP-A31). Ovčia amniónová tekutina nevykazovala žiadnu aktivitu. Avšak po 
oddělení malých molekúl gélovou filtráciou na Sephadexe G-10, frakcia eluovaná v prázdnom objeme kolony (Mr > 0,7 kDa) 
bola schopná prebudiť buňky z kíudovej fázy Go do G| a indukovat' ich delenie. Dalšou chromatografiou mitogénne aktívnej 
frakcie na Sephadexe G-50 sa nám podařilo oddeliť dva peptidické komponenty s mitogénnou aktivitou. Jeden z nich bol 
cluovaný hned za prázdným objemom kolony a elučný objem druhého sa zhodoval s polohou l25l-IGF-I. Obidve mitogénne 
aktivně frakcie sú podobné IGF-I a inzulínu svojím mechanizmom transdukcie mitogénneho signálu. Předpokládáme, že 
zložka amniónovej tekutiny s vyššou molekulovou hmotnosťou eluovaná v blízkosti prázdného objemu kolony pravděpodobně 
představuje IGFBPs alebo iné podobné proteiny.

amniónová tekutina; IGFs; IGFBPs; proliferácia buniek; buňky BP-A31

ÚVOD

Účasť rastových faktorov, ich receptorov a vázob- 
ných proteínov v embryonálnom a fetálnom vývoji bo­
la pozorovaná viacerými bádatelmi (Han a Hill, 
1992). Naprick značnému počtu údajov, predovšetkým 
o inzulínu podobných rastových faktoroch (IGFs - in­
sulin-like growth factors), sú povaha a charakter proce- 
sov, v klorých tieto peptidy zohrávajú významná úlohu 
doposiaí nejasné. Z rastových faktorov v amniónovej 
tekutino ludí boli zistené predovšetkým IGF-I a IGF-IL 
ako aj EGF (cpidcrmálny rastový faktor) a NGF (ner­
vový rastový faktor) - Colombo a i. (1993). Amni­
ónová tekutina súčasne obsahuje vysoké koncentrácie

vázobných proteínov viažúcich IGFs (IGFBPs - insu­
lin-like growth factor binding proteins) - Busby a i. 
(1988), Koistinen a i. (1993). Řádové vyššie kon­
centrácie vázobných proteínov oproti koncentráciám 
IGF-I a IGF-II, ako aj vysoké afinitné konštanty spóso- 
bujú, že oba rastové faktory sú přítomné v o forme kom- 
plexov, v ktorých mitogénna aktivita IGFs by mala byť 
eliminovaná. Avšak v tomto ohlade nachádzame v lite- 
ratúre konfliktné údaje. V zhode s vyššie uvedeným 
názorom sú údaje autora Burch a a i. (1990), ktorí 
zistili. že vázobné proteiny s molekulovou hmotnosťou 
25 kDa inhibovali rast chrupiek kuřácích embryí. Po­
dobné vázobné proteiny, označované ako IGFBP-1, in­
hibovali rast buniek (L i u a i., 1991)avázbu IGF-I na
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receptory s následnou elimination biologických účin- 
kov (R it vos a i.. 1988). Na druhej straně iné práce 
uvádzajú, že v nicktorých prípadoch vazobné proteiny 
naopak potencujú rastové účinky IGF-I. Blum a i. 
(1989) například zistili, že biosyntéza DNA fibroblas- 
tov obličick škrečka, indukovaná IGF-I v přítomnosti 
vazebných proteínov, výrazné vzrástla. Podobné bola 
pozorovaná aktivácia rastových účinkov IGF-I na kul- 
túre izolovaných myších, ludských a prasačích fibro- 
blastov, kultivovaných v přítomnosti purifikovaných 
IGFBP-I (Elgin a i.. 1987).

Predmetom našej práce bolo zistiť aktuálnu mitogén- 
nu aktivitu proteínov a peptidov amniónovej tekutiny 
oviec. Ako indikátorové buňky sme použili chemicky 
transformované myšic fibroblasty BP-A3I. Tieto buň­
ky bez přítomnosti exogénne přidaných rastových fak- 
torov sa dostávajú do kludového stavu, pričom po při­
daní IGF-I aleho iného mitogénu dochádza к ich 
úplnému deleniu. Přítomnost' EGF delenie buniek ne- 
ovplyvňuje (B uchou a i., 1989). V práci dokazuje­
me. že ovčia amniónová tekutina obsahuje okrem ras- 
tovho faktoru podobného IGF-I aj další milogén. 
výrazné sa líšiaci svojou molekulovou hmotnosťou.

MATERIÁL A METÖDY

Amniónovú tekutinu sme odóbrali punkciou amnió- 
nového vaku po predošlcj laparotómii a hysterotómii 
od troch oviec v 10. týždni gravidity. Chloroformem 
odtučnená amniónová tekutina bola podrobená gélovej 
chromatografii na kolene Sephadexu G-10 (5 x 70 cm) 
v 0.04 mol/l roztoku NH^HCO,. Dve ninhydrínpozitívnc 
frakcie amniónovej tekutiny holi testované na mitogénnu 
aktivitu. Benzo-ct-pyrénom transformované BALB/c 3T3 
myšie fibroblasty holi pomnožené v a-minimálnom 
esenciálnom médiu s přídavkem 6% felálneho telacicho 
séra ve vlhkem vzduchu obsahujúcom 5% CO2. Buňky 
sme rozpipetovali do 24-jamkových platničiek (40 000 
na jamku) a po 24 hodinách sme im zaměnili živné 
médium se sérom za médium se síranem železnatým 
a nechali sme buňkám čas 72 hodin na vstup do kfudo- 
vej lazy Go. Potom bolí buňky inkubované s 2 pCi H- 
-tymidinu (Amcrsham. Les Ulis. Francúzsko) a testova­
nými frakciami amniónovej tekutiny a po 30 hodinách 
bola inkorporácia radioaktivně značeného tymidínu do 
DNA buniek zastavená 1 mol/l kyselinou askorbovou. 
Buňky holi dalej fixované 5% kyselinou trichlórocto- 
vou, rozpuštěné v 0.1 mol/l NaOH a rádioaktivita bola 
stanovená počítáním impulzov v scintilačnom roztoku. 
Hodnoty nameranej radioaktivity sú udávané formou 
priemerných hodnot troch paralelných stanovení s udá­
ním smerodajnej odchýlky. Statistické hodnotenie vý- 
sledkov sa vykonalo Studentovým /-testem.

Lyofilizát pívej frakcie amniónovej tekutiny po gé­
lovej chromatografii na Sephadexe G-10 bol rozpuště­
ný v 10% roztoku kyseliny octovej a nasadený na ko­
lonu Sephadexu G-50 (3 x 90 cm) v 10% roztoku 
CH3COOH. Obsah proteínov v jednotlivých frakciách

hol stanovený metáním optickcj hustoty pri vlnovej 
dlžke 280 nm. Všetky chromatograficky získané frak­
cie holi zlyofilizované a testované na mitogénnu akti­
vitu spósobom uvedeným vyššic.

Na tcstovanic mechanizmu transdukcic mitogénneho 
signálu sme použili naslcdovné efektory:
- inzulín ako aktivátor reccptorov tyrozínkinázy 

(2.1(T7mol/l) od firmy Boehringer (Mannheim. 
SRN),

- forbol-12-myristát-l3-acetát (PMA) ako aktivátor 
proteínkinázy C (100 ng/ml),

- 3-izobutyl-l -metylxantín (IBMX) ako inhibitor 
cAMP-fosfodiesterázy (5.КГ4 mol/l), získané od 
Sigmy (St. Louis. MO, USA). Poved ostatných po­
užitých reagencií je z běžných komerčných zdrojov.

VÝSLEDKY

Frakcionácia delipidovanej časti amniónovej tekuti­
ny na kolene Sephadexu G-10 viedla к separácii dvoch 
ninhydrín-pozitívnych frakcií (obr. I). Elúcia prvého 
píku koincidovala s prázdným objemom kolony (A), 
druhý pík obsahoval peptidy a iné látky s molekulovou 
hmotnosťou < 0,7 kDa (B). Ohe frakcie boli podrobené 
stanoveniu mitogénnej aktivity, pričom len frakcia A 
(p < 0.01) bola schopná iniciovat' delenie kultúry buni­
ek BP-A3I v médiu neobsahujúcom fetálne sérum 
(obr. 2).

Gélová chromatografia aktívnych komponentov pří­
tomných ve frakcii A na kolene Sephadexu G-50 
v 10% kyselině octovej poskytla ďalšiu separáciu do 
dvoch píkov s mitogénnou aktivitou (obr. 3). Elučný 
objem jednoho z aktívnych píkov sa zbědoval s polo­
hou '"'l-IGF-l. zatiafčo druhý aktívny pík bol cluovaný 
v pozícii ihned' po prázdnem objeme kolony. Najváčšia 
časť materiálu s absorbanciou pri 280 nm. predstavujú- 
ca pravděpodobně oligopeptidy menšic ako 7 kDa. mi­
togénnu aktivitu nevykazovala.

Charakter mitogénneho signálu, spósobujúceho de­
lenie buniek BP-A31 komponentami amniónovej teku­
tiny. sme zisťovali použitím forbol-l2-myristát-13-ace- 
tátu (PMA). inzulínu a 3-izobutyl. I-metylxantínu 
(IBMX) - obr. 4. Obe aktivně frakcie získané separá- 
ciou na Sephadexe G-50 vykazovali aditivny efekt 
v přítomnosti použitého PMA (p < 0.05 u frakcie I! 
a nesignifikantné zvýšenie u frakcie I). naopak zjavná 
inhibicia inkorporácie 3H-tymidinu do DNA bola po­
zorovaná koinkubáciou BP-A31 buniek s IBMX 
(p < 0.05 u frakcie I a p < 0.001 u frakcie II).

DISKUSI,)

Je všeobecné známe, že amniónová tekutina rovnako 
ako ďalšie tělové tekutiny obsahuje okrem iných rasto­
vých faktorov aj IGF-I. ktorý je asociovaný so speci­
fickým vázobným proteinům. IGFBP-1 (N o n o s h i t a 
a i.. 1994). Vazba IGF-I na vázohný protein prcdlžuje 
jeho biologický polčas a umožňuje transport к buňkám.

186 Vet. Med. - Czech. 42. 1997(7): 185-189



0.8
A 570

70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125

G - 10 fractions

I. Gélová chromatografia amniónovej tekutiny 
oviec na Sephadexe G-IO; rozměry kolony 5 x 
70 cm, elučný roztok 0,04 mol/l NH4HCO3, 
rychlost' ekicie 12 ml/h Frakcie holi stanovené 
ninhydrinovou reakciou - Gel chromatography 
of ovine amniotic fluid on Sephadex G-I0 co­
lumn (5 x 70 cm), elution with 0.04 mol/l 
MH4HCO3 at a flow rate of 12 ml per hour. Frac­
tions were determined by ninhydrin reaction

G-10 fractions
2. Mitogénna aktivita amniónovej tekutiny. С - samotné buňky, 
AF - nepurifikovaná amniónová tekutina. А,В - frakcie po gélovej 
chromatografii na Sephadexe G-IO - Mitogenic activity of amniotic 
fluid; C - only cells, AF - nonseparated amniotic fluid. A,В - frac­
tions obtained by gel chromatography on Sephadex G-IO

* = p < 0.05
** = p < 0.01

avšak ak sa buňky inkubujú s IGF-I v komplexe 
s IGFBP-1, zvyčajne biologická aktivita IGF-I je znač­
né znižená alebo úplné eliminovaná (L i u a i., 1991). 
V našom případe nefrakcionovaná amniónová tekutina

jednotlivých oviec spósobovala malú alebo žiadnu pro- 
liferáciu buniek BP-A31. Avšak po delení na koloně 
Sephadexu G-10, počas ktorého sa zo vzorky odsepa- 
rovali malé molekuly, sa vo frakcii A objavila výrazná 
mitogénna aktivita (obr. 2).

Vysoká koncentrácia IGFBP-1 v amniónovej tekuti­
ně (v porovnaní so sérom je asi 1 ООО-krát vyššia), jeho 
molárny prebytok voči IGF-I (asi 100-násobný), ako aj 
vysoká afinitná konstanta, sú dovody, ktoré opravňujú 
předpokládat, že tento rastový faktor je prakticky úplné 
viazaný v komplexe s vazobným proteínom. Vyvstává 
potom otázka, či mitogénne účinky má len IGF-1 alebo 
aj celý komplex, připadne samotný IGFBP-I. Za úče- 
lom odpovede na tuto otázku sme podrobili frakciu A, 
získanú gélovou chromatografiou na Sephadexe G-10, 
ďalšej chromatografii na kolóne Sephadexu G-50 
v prostředí 10% kyseliny octovej, ktorá disociuje kom­
plex IGFs/IGFBPs na jeho jednotlivé komponenty 
(Merimee a i., 1984). Ukázalo sa, že frakcia A sa za 
týchto podmienok separovala do dvoch aktívnych pí- 
kov. Pozícia druhého píku koincidovala s elučným ob- 
jemom l2SI-IGF-l, zatialco prvý pík s mitogénnou ak­
tivitou bol eluovaný na hranici alebo tesne za prázdným 
objemom kolony Sephadexu G-50 (obr. 3). Táto pozí­
cia zodpovedá proteinu (proteínom) s vyššou moleku­
lovou hmotnosťou > 30 kDa). Je velmi pravděpodobné, 
že sa jedná o vazobný protein IGFBP-1 s molekulovou 
hmotnosťou 30 až 40 kDa (Busby a i., 1988), ale 
nedá sa vylúčiť aj přítomnost' iného, doposia! neidenti­
fikovaného mitogénu bielkovinovej povahy.

Mitogénne účinky tejto frakcie stanovované v pří­
tomnosti mitogénnych efektorov, ako sú inzulín, PMA 
a IBMX. sú rovnaké alebo velmi podobné účinkom zis- 
teným u druhej frakcie, ktorej elúcia koincidovala s po- 
ziciou l2SI-IGF-I (obr. 4). Táto skutečnost' napovedá, 
že transdukcia mitogénneho signálu je v oboch prípa- 
doch sprostredkovaná rovnakým typom receptorov. 
pravděpodobně autokatalytickou tyrozínkinázovou ak­
tivitou transmembránových ß-podjednotiek receptorov 
IGF-I.
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3. Gélová chromatografia frakcie A amnióno- 
vej tekutiny na Sephadexe G-5O. Kolona o veL 
kosti 3 x 90 cm bola eluovaná 10% kyselinou 
octovou prietokom 9,5 ml/h. Frakcie boli me- 
rané pri 280 nm (A) a podrobené skúške na 
mitogénnu aktivitu (cpm). Šípka označuje eluč- 
nú polohu l25MGF-l - Gel chromatography of 
fraction A of amniotic fluid on Sephadex G-50. 
Column (3 x 90 cm) was eluted with 10% ace­
tic acid at a flow rate of 9.5 ml per hour. Frac­
tions were measured at 280 nm (A) and were 
tested for mitogenic activity (cpm). Arrow 
shows elution position of l25I-IGF-I

4. Účinok aktivnych pikov (1,11) na buňky BP-A31 v přítomnosti niek- 
torých efektorov bunkovej proliferácie; C - samotné buňky, S - buňky 
s fetálnym sérom. Ins - buňky s inzulínom, P - buňky s forboleste- 
rom, X - buňky s IBMX, I - bunky s frakeiou I, II- bunky s frakeiou 
II - Effect of active peaks (I,II) in BP-A3I cells in presence of some 
effectors of cell proliferation; C - only cells, S - cells with fetal 
serum, Ins - cells with insulin, P - cells with phorbol ester, X - cells 
with IBMX, 1 - cells with fraction 1, II - cells with fraction II

* = p < 0,05
** = p < 0,001

Naše výsledky ukázali, že ovčia amniónová tekutina 
obsahuje mimo IGF-I ešte ďalšiu bielkovinu s priamym 
mitogénnym účinkom na bunky BP-A31. Tento protein 
má výrazné vyššiu molekulovú hmotnost', ale charakter 
mitogénneho signálu je podobný IGF-I. Jedná sa prav­

děpodobně o IGFBP, alebo inú podobná látku, ktorej 
přítomnost' v amniónovej tekutině oviec može byť dru­
hovo špecifická. Bližšie objasnenie povahy tohoto pro­
teinu bude predmetom nasej ďalšej práce.
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VÝSKYT PODMIENEČNE PATOGÉNNYCH MYKOBAKTÉRIÍ
V PROSTŘEDÍ A ICH VPLYV NA ŽIVÝ ORGANIZMUS
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ABSTRACT: Since 1968 when bovine tuberculosis was eliminated in the Czech Republic, the epidemiological situation of 
bovine tuberculosis has been stabilized. At present the incidence of the disease in men and animals caused by conditionally 
pathogenic mycobacteria is worldwide increasing. In human population, especially people with impaired immunity are 
affected. In farm animals infections caused by conditionally pathogenic mycobacteria may often result in complications in 
intravital and postmortal diagnosis of bovine and avian tuberculosis. Those infections are then often incorrectly diagnosed 
which could have a great negative impact on health, economy and breeding. Therefore the objective of the study was to 
summarize data from literature and our own experience concerning the occurrence of atypical mycobacteria in environment. 
The study is divided into 5 summarizing chapters, supplemented with 13 Tables.

conditionally pathogenic mycobacteria; environment; sanation; prevention

ABSTRAKT: Od roku 1968, kedy bola bovinná tuberkulóza eliminovaná v Českej republike, je epizootologická situácia 
bovinnej tuberkulózy stabilizovaná. V súčasnosti sa celosvetovo zvyšuje množstvo ochorení u Fudí a zvierat, ktoré sú vyvolané 
podmienečne patogénnymi mykobaktériami. V ludskej populácii sú postihnutí převážné imunokompromitovaní ludia. U hos­
podářských zvierat infckcie vyvolané podmienečne patogénnymi mykobaktériami často vedú ku komplikáciam pri intravitál- 
nej a postmortálnej diagnostike bovinnej a aviárnej tuberkulózy. Infekcie zvierat podmienečne patogénnymi mykobaktériami 
potom často vedú к diagnostickým omylom, ktoré móžu mať negativny zdravotný, ekonomický a chovatelský dosah. Preto 
cielom práce bolo zhrnutie literárnych údajov a vlastných poznatkov týkajúcich sa výskytu atypických mykobaktérií v pros­
tředí. Clánok je rozdělený do 5 zhrnujúcich kapitol a doplněný 13 prehladnými tabulkami.

podmienečne patogénne mykobaktérie; vonkajšie prostredie; asanácia; prevencia

Zoznam použitých skratiek: AIDS - acquired immunodeficiency syndrome; MAI - M. avium-intracellulare 
complex; MAIS - M. avium-intracellulare-scrofulaceum complex; M. avium (2,3) - М. avium, sérotyp 2 a 3; 
M. intracellulare (8,9) - М. intracellulare, sérotyp 8 а 9; TU - tuberkulinové jednotky.
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ÚVOD

Od objavu povodců tuberkulózy člověka v roku 
1882 Robertom Kochom sa mykobaktérie izolovali zo 
vzoriek vonkajšieho prostredia ako sú póda. lúky, rast- 
liny. ale tiež voda (Schneiderlin, 1897; Möl­
ler, 1899; Herr, 1901 - cit. Nassal a i., 1974). 
Viac než sto rokov mykobakteriologického výskumu 
odhalilo přítomnost' mykobaktérií vo váčšine zložiek 
ekosystému.

Vo veterinárnej medicine je už dlho systematická 
pozornost' věnovaná mykobaktériám vyvolávajúcim tu­
berkulózu zvierat. najma Mycobacterium tuberculosis, 
M. bovis a M. avium. Avšak zvýšená pozornost' si tiež 
ziskavajú podmienečne patogénne mykobaktérie. ktoré 
v chovoch hospodářských zvierat spósobujú značné 
ekonomické straty.

V súčasnosti sa venuje zvýšená pozornost’ štúdiu 
ekologie mykobaktérií a možnosti ich přenosu na 1’udí. 
Předpokládá sa, že výskyt a rozšírenie mykobaktérií do 
značnej miery súvisí so zhoršujúcimi sa podmienkami 
životného prostredia. V 1'udskej populácii nadobúda 
rozšírenie mykobakteriálnych infekcií vzostupný cha­
rakter, na ktorom sa výraznou mierou podiela pandé- 
mia syndromu získanej imunitnej nedostatočnosti - 
AIDS.

Cielom predloženej súhrnej práce je oboznámenie, 
predovšctkým vetcrinárnych pracovníkov s výskytom 
a zdravotným významem podmienečne patogénnych 
mykobaktérií vo vonkajšom prostředí ako aj v prostře­
dí stajní.

2. VÝSKYT A DRUHOVÉ ZASTÚPENIE 
MYKOBAKTÉRIÍ V PROSTŘEDÍ

Z výsledkov mnohých práč vyplývá, že v porovnaní 
s klasickými póvodcami tuberkulózy 1'udí (M. tubercu­
losis, M. bovis) sú podmienečne patogénne mykobak­
térie schopné využit' pře svoj metabolizmus živiny, kto­
ré sa vyskytujú v prirodzených materiálech, akými sú 
póda. voda, slama. lístic a ďalšie (Beerwerth 
a Popp, 1971; Beerwerth. 1973; Kubín. 1979).

Beerwerth a Kessel (1976b) vyslovili na 
základe svojich dlhoročných skúseností zaujímavý ná­
zor: „Vz.hladom na velmi častý záchyt róznych druhov 
mykobaktérií vo vonkajšom prostředí sa dá předpoklá­
dat'. že sa nachádzajú v poslednom stupni mineralizácie 
organických látok v přírodě“.

2.1. Výskyt mykobaktérií vo vodě

Výsledky experimentálnych práč poukazujú na sku­
tečnost', že voda, ako hlavný rezervoár niektorých dru­
hov mykobaktérií (tab. I), má významné úlohu v epi­
demiologii mykobakteriálnych infekcií 1'udí a zvierat 
(Eilertsen. 1969). Tiež zastúpenie mykobakteriál­
nych druhov vo vyšetřovaných vzorkách vody móže 
byť pre mnohých velkým překvapením (tah. II).

Ako uvádzajú S I o s á г e к a J a n o t a (1990) vo 
svojej práci, bolo z 56 známých druhov mykobaktérií 
izolovaných 20 druhov z róznych zdrojov vody. Okrem 
jedincov výhradně saprofytických. u kterých bola sú- 
vislosť s ochorením člověka potvrdená len výnimočne 
(M. gastri, M. gordonae, M. flavescens, M. nonchromo- 
genicum, M. terrae, M. triviale), boli z vody často izo­
lované aj potenciálně patogénne mykobaktérie. ktoré 
móžu za určitých, doposiaf nie celkom objasněných 
podmienok. infikovat' člověka a vyvolat' u něho patolo- 
gicko-morfologické změny. К takýmto mykobaktériám 
patria například M. kansasii, M. xenopi, MAI complex, 
M. fortuitum a M. chelonae (S n e a t h , 1986).

Podmienečne patogénne mykobaktérie, izolované 
z vody móžu významnou mierou ovplyvniť a kompli­
kovat' intravitálnu diagnostiku aj iných ochorení, ako je 
to zřejmé z práce Grahama a i. (1988). V tejto práci 
sa autoři zamerali na vyšetrenie vody používanej к pří­
pravě roztoku fenolovej červene pre kultivačně vyšet­
renie vzoriek moča. Vyšetřením tejto vody zistili. že 
bola zdrojem mykobaktérií komplexu MAI. Použitím 
takto kontaminovanej vody dochádzalo pri mikrosko- 
pickom vyšetření vzoriek moča к falošne pozitívnym 
výsledkem. Na odstránenie tohto nedostatku citovaní 
autoři odporučili nahradit' autoklávovanie vodovodnej 
vody jej filtráciou.

Podmienečne patogénne mykobaktérie sa izolovali 
aj v chovoch hospodářských zvierat, predovšetkým 
z vyrovnávacích nádrži napájacieho systému umiestne- 
ných v maštalnom prostředí. Toto viedlo ku kontaminácii 
vody a následnému výskytu nespecifických reakci! v cho­
voch hospodářských zvierat. připadne zvierat chovaných 
v zoologických záhradách (Pavlas a i.. 1991).

Slosárek a Janota (1990) ověřovali účinnost’ 
vodárenského čistenia pitnej vody formou modelových 
pokusov. К pokusom použili M. fortuitum, M. gordo­
nae, M. kansasii a M .xenopi. ktoré sa v pitnej vodě 
najčastejšie vyskytujú. Zistili, že po číření vody chlo- 
ridom železitým a síranem hlinitým, sedimentácii a ná­
sledném prietoku vody cez pieskový filter ostali všetky 
vzorky bez mykobaktérií. Na základe týchto výsledkov 
sa autoři domnievajú, že častý výskyt róznych druhov 
mykobaktérií v pitnej vodě je spósobený pravděpodob­
ně kolonizáciou vodovodných rozvodov.

Aj napriek veterinárnym předpisem na napájanie 
hospodářských zvierat pitnou vodou, sa často v praxi 
střetáváme s používáním povrchovej vody na tento 
účel. Taktiež aj na mnohých novovznikajúcich past­
vinách majú zvieratá volný přístup к róznym zdrojom 
povrchovej vody (potoky, kanály, kaluže a ďalšie). 
S ohladom na častý výskyt podmienečne patogénnych 
mykobaktérií v týchto vodných zdrojoch je možné oča- 
kávať ich zvýšený negativny vplyv na zdravotný stav 
zvierat.

Za ďalšie významné zdroje podmienečne patogén­
nych mykobaktérií je možné považovat nielen povr- 
chovú neupravená vodu používanú pre napájacie účely 
zvierat, ale tiež vodu používanú к přípravě krmivá 
(Pavlas a i., 1991).

Vet. Med. - Czech, 42. 1997 (7): 191-212 193



1. Výskyt mykobaktérií v róznych vodných zdrojoch - Occurrence of mycobacteria in water

Autori - Authors Druh vodného zdroja Types of water source

Calle a i. (1988) pitná voda drinking water

Carson a i. (1978) destilovaná voda distilled water

Du Moulin a i. (1988) nemocničná pitná voda hospital drinking water

Eilertsen (1969) voda kúpalísk water from beaches

Engel a i. (1980) vodovodná voda: kuchyňský dřez, pieskový 
filter rezervoára, hlavný rozvod

tap water: kitchen sink, sand filter of reservoir, 
main distribution of water

Gangadharam a i. (1979) vodovodná voda tap water

George a i. (1980) voda pláží, riek, oceánov, rybníkov a jazier water of beaches, rivers, oceans, ponds and

Goslee a Wolinsky (1976) voda z domácností, z laboratórií; pitná voda 
z veřejných vodovodov, prameňov, studni, 
rezervoárov; voda z fontán, jazier, riek, 
rybníkov, pláží, akvárií, zoologických záhrad, 
výrobníkov ladu, kúpalísk a sněhu

water of households, laboratories; drinking 
water from public water pipings, springs, wells, 
reservoirs; water from fountains, lakes, rivers, 
ponds, beaches, aquaria, zoological gardens, 
icemaking machine, swimming pools and snow

Graham a i. (1988) deionizovaná vodovodná voda, vodovodná voda 
zo štyroch nemocničných oddělení

deionized tap water, tap water from four 
hospital wards

Haas a Fattal (1990) rybničná, zavlažovacia a pitná voda pond, irrigation, drinking water

Hanzlíková a Vilímek (1992) voda na napájanie zvierat feed water

Havelaar a i. (1985) vodovodná voda; voda bazénov v hoteloch, 
rekreačných parkoch, kempingoch, saunách 
a fitnes kluboch

tap water; water of swimming pools in hotels, 
holiday resort parks, campings, sauna and 
fitness clubs

Horák a i. (1986) vodovodná voda tap water

Ichiyama a i. (1988) riečna voda river water

Kaustová a i. (1981) vodné zásobovacie systémy uhelných bani, 
městské vodovodné rozvody

water supplying systems of coal mines, city 
water pipings

Kubín (1975 a 1979) zdroje úžitkovej vody v Karvinej source of utility water at Karviná

Leite a i. (1988) voda kúpalísk water of swimming pools

Masaki a i. (1981) odpadová voda z chovov prasiat waste water from pig rearings

McSwiggan a Collins (1974) nemocničný vodovodný systém hospital water piping system

Pattyn a i. (1971) voda akvárií a vodných nádrží water of aquaria and water reservoirs

Pavlas a i. (1991) voda na napájanie zvierat (potrubie) feed water (piping) of livestock

Pavlik (1992) voda na napájanie dobytka, oviec a antilop feed water for cattle, sheep and antilopa

Pelletier a i. (1988) městské vodovodné zásobovanie city water supply

Reznikov a i. (1971) odpadová voda (chov prasiat-podstielka) wastewater (pig rearing-litter)

Saito a Tsukamura (1976) veřejné kúpele public baths

Scarlata a i. (1985) vodovodná voda tap water

Showalter a Wolinsky (1974) městské vodovodné zásobovanie, studné, 
nádrže, fontány s pitnou vodou, výrobník ladu, 
rezervoár, jazero Erie, malé jezerá a rieky, 
kúpaliská, sneh, akvária a rybníky v ZOO

city water supply, wells, tanks, fountains with 
drinking water, iceproducing machine, 
reservoir, lake Erie, small lakes and rivers, 
swimming pools, aquaria, and ponds in ZOO

Singer a Rodda (1965) voda kúpalísk. zátok a pláží, bláto, voda nádrží 
na dažďovú vodu, veřejné vodovodné 
zásobovanie

water of swimming pools, bays, and beaches, 
mud. water of tanks for rainwater, city water 
supply

Stejskal a Burjanová (1986) pitná voda drinking water

Stine (1987) deionizovaná vodovodná voda deionized tap water

Šlosárek a i. (1987) odpadová voda z mechanicko-biologickej 
čistiarne odpadových vod

wastewater from mechanico-biological 
treatment plant

Švorcová a Šlosárek (1984) teplé a studené kúpefné bazény s upravovanou 
vodou warm and cold bathing pools with treated water

Tuffley a Holbeche (1980) dažďová voda, voda riečnych nádrží rainwater, water of river reservoirs

Wells a i. (1990) bazén na predvádzanie tuleňov tank for showing of seals

Wendt a i. (1980) riečna, dažďová a pitná voda, aerosol river, rain and drinking water, aerosol
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II. Poměrné zastúpenie mykobakteriálnych druhov izolovaných z vody - Species and proportional representation of mycobacterial species 
isolated from water

Autori - Authors Druh mykobaktérií - Mycobacterial 
species

Poměrné zastúpenie druhu (%) - 
Proportional representation of species (%) |

Dimov a Gonzales (1986) M. fortuitum

M. gordonae 
Mycobacte ri um s p p. 

M. triviale 

neurčené1

18.2

66.6

6,1

6.1
3,0

Goslee a Wolinsky (1976) M. fortuitum /

M. fortuitum 2
M. gordonae

MAIS

M. gastri

М terrae complex2 

neurčené1

18.3
6,9

39,6

23,3

1.5
6,9

3,5
Havelaar a i. (1985) M. kansasii

М. gordonae

skupina II podia Runyona
M. avium.

skupina III podia Runyona

M. fortuitum komplex

skupina IV podia Runyona

0.8

52.1

5.1

4,2

12,9

4,8

20,1
Leite a i. (1988) M. gordonae

M chelonae

M. marinum

Mycobacterium spp.
MAI 

neurčené*

37.5

20,8

4.2

4.2
4.2

29,1
Medek a i. (1979) M. kansasii

skupina II podia Runyona" 

skupina III podia Runyona4 
skupina IV podia Runyona5 

neurčené1

7.0

48.3
14.1

27.1

3,5
Pavlas a i. (1991) M. intracellulare

M. terrae
M. kansasii

M. gordonae 

neurčené*

28.9

4,4

4.4

2,3
60,0

Scarlata a i. (1985) M. gordonae 

Mycobacterium spp. 

MAIS

M. fortuitum 

neurčené*

72,7

16.3
5.4

3,6

2,0
Showalter a Wolinsky (1974) M. fortuitum

M. terrae-triviale
M. gastri

MAI

Mycobacterium spp.
M. gordonae

62,7

2,8

0.7

2.8
4.9

26.1
Singer a Rodda (1965) M. fortuitum

M. intracellulare

skupina IV podia Runyona5

pomaly rastüce Mycobacterium spp.

10,7

12.5
8.9

___________________ 67,9__________________
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Pokračovanie tab. II - Continuation of Tab II

Autoři - Authors Druh mykobaktérií - Mycobacterial 
species

Poměrné zastúpenie druhu (%) -
Proportional representation of species (%) 1

Švorcová a Šlosárek (1984) M. fortuitum

M. chelonae 

MAIS

M. flavescens

M. gordonae

M. smegmatis

M. terrae 

neurčené1

24,5

6,6

8.8

5.1

7,3
2.8

0,6

44,3

'undetermined. 'M. terrae complex, "group II after Runyon, 4group III after Runyon, 5group IV after Runyon, "slowly growing Mycobacterium 
spp.

2.1.1. Izolácia zo vzoriek vňd bazénov, kúpalísk 
a kúpelov

Zvýšený výskyt mykobaktérií vo vodách kúpelných 
a rehabilitačných bazénov bol zaznamenaný nielen 
v poslednom období. Mykobaktérie sa izolovali aj 
z upravovaných vod s obsahom volného chlóru 
0,5 mg/1 (Svorcová a Š I o s á г e к . 1984).

К závažným záverom dospěl Eilertsen (1969), 
ktorý zistil, že ani normálně chlórovanie kúpalísk ne- 
zabraňuje infekciám ludí, pretože mykobaktérie sú voči 
chlóru značné rezistentně.

2.1.2. Izolácia zo vzoriek povrchové] vody

Voda je prirodzeným zdrojom mykobaktérií. Z vod 
rašelinísk sa opakované izolovalo M. intracelluläre sé- 
rotypu 8 (Kazda, 1973a, b). Tiež sú známe izolácie 
z iných povrchových zdrojov vody ako je uvedené 
v tab. I. Pravděpodobně povrchová voda hrá v cirkulá- 
cii mykobaktérií vo vonkajšom prostředí najvýznam- 
nejšiu úlohu, pretože mykobaktérie boli izolované 
z róznych druhov a typov povrchových vód vyšetře­
ných v róznych laboratóriách světa.

2.1.3. Izolácia zo vzoriek odpadových vňd

Mykobaktérie sa opakované izolovali tiež zo sedi­
mentu odpadových vód, ktorý je vzhladom na obsah 
velkého množstva živin vhodným substrátom pre ich 
prežívanie a množenie (Beerwerth a Kessel, 
1976b; Brooks a i.. 1984a, b). Tito autoři odhadujú, 
že počty zárodkov v 1 g sedimentu sa pohybujú v roz- 
medzí 10 x 102až 10 x 10s mykobakteriálnych buniek. 
Všeobecne sa předpokládá, že mykobaktérie sú prirod- 
zenou súčasťou ekosystému a podielajú sa na minerali- 
zácii biologických odpadov.

2.1.4. Izolácia zo vzoriek aerosolu morskej a úžitkovej 
vody

Wendt a i. (1980) vykonali v USA rozsiahlu epi­
demiologická štúdiu v 1'udskej populácii pomocou aler­

gického vyšetrenia. Touto štúdiou sledovali závislost' 
medzi vdychovaním aerosolu obsahujúceho mykobak­
térie a možnosťou výskytu tuberkulínových alergic­
kých reakcií u ludí v oblastiach vzdialených niekolko 
kilometrov od pobrežia oceánu. Statisticky potvrdili, že 
u ludí žijúcich právě v týchto přímořských oblastiach 
bolo viac tuberkulínových alergických reakcií. Mode­
lové pokusy na myšiach, morčatách a pod. neskór po­
tvrdili možnost' přenosu mykobaktérií aerosólom.

Na základe opakovaných izolácií M kansasi zo 
zdrojov úžitkovej vody používané] na pracoviskách 
s výskytom manifestných ochorení vyvolaných týmto 
druhom sa předpokládá přenos infekcie inhaláciou in- 
fekčného aerosolu (Pelikán a i.. 1973; Symon a i.. 
1975; Kubín. 1979).

2.2. Výskyt mykobaktérií v lesnej a orné] pode, pode 
lúk a pastvin

Zloženie živin obsiahnutých v pode má rozhodujúci 
vplyv na zastúpcnie jednotlivých druhov mykobaktérií 
v tomto rastovom substráte (tab. III). Podlá Beer­
wert ha a Kessela (1976b) převládali v ornej 
pode druhy M. terrae, M. nonchromogenicum a M. tri­
viale. Naproti tomu v pode lúk. pastvin a lesov zazna­
menali vyššie uvedení autoři predovšetkým výskyt M. 
gordonae, M. scrofulaceum a ďalšie.

V biologicky aktívnej vrstvě pódy sa mykobaktérie 
často zisťujú už pri mikroskopickom vyšetřeni. В e e r - 
wer th a Kessel (1976b) odhadujú množstvo my­
kobakteriálnych buniek v 1 g pody v rozpálí 10 x IQ2 
až 10 x 10 s.

Podá, podobné ako odpadové vody sa móže konta­
minovat' vysoko Specializovanými patogénnymi myko- 
bakteriálnymi druhmi (M. tuberculosis, M. bovis, 
M. paratuberculosis') prostredníctvom výkalov zvierat 
a stolice ludí. Autoři Beerwerth a Kessel 
(1976b) vo svojej práci vyslovili zaujímavý názor, že 
aj napriek tomu, že tieto druhy mykobaktérií vyžadujú 
pre svoj rast a množenie teploty okolo 37 °C. nie je ich 
dókaz v pode alebo sedimentoch odpadových vód dóle- 
žitý z epidemiologického a epizootologického hradis­
ka. Je to spósobené tým. že v týchto substrátoch oby-
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III. Izolácia mykobaktérií z pódy - Isolation of mycobacteria from soil

Autoři - Authors Vyšetřená podá Tested soil Druh mykobaktérií - 
Mycobacterial species

Beerwerth a Schiirrmann (1969) póda lesná

póda lúk a pastvin

podá orná

póda zavlažovaná

forest soil

soil of meadows 
and pastures

arable land

irrigated soil

II až IV skupina podia Runyona1

II až IV skupina podia Runyona

11 až IV skupina podia Runyona1

11 až IV skupina podia Runyona1

Beerwerth a Kessel (1976b) póda lesná

póda lúk a pastvin

póda orná

forest soil

soil of meadows 
and pastures

arable land

II až IV skupina podia Runyona1

11 až IV skupina podia Runyona1

11 až IV skupina podia Runyona1

Brooks a i. (1984a, b) okolie riek surroundings of rivers MAIS

Costallat a i. (1977) výběhy pre prasce 

okolně priestory

pig-runs

ambient areas

MAIS (21 izolátov) M. terrue2

MAIS (14 izolátov) M. terrue2

Dimov a Gonzales (1986) póda pastvin grassland soil M. terrue. M. fortuitum, M. 
phlei, M. gordonae

Hanzlíková a Vilímek (1992) zemina earth atypické mykobaktérie3

Ichyiama a i. (1988) póda, bláto, odpady soil. mud. wastes MAIS '

Masaki a i. (1981 a 1989) póda v okolí chovov prasiat soil nearby pig rearings M. intrucellulure (4.6,8)

Pavlas a i. (1991) hlina z výbehov prasiat earth from pig-runs neurčené4

Pavlík (1992) póda z výbehov pre dobytok 

póda z výbehov oviec

soil from cattle-runs

soil from sheep-runs

M. triviule

M. terrue

Prosser (1989) farma jeleňov deer-farm MAIS

Reznikov a Dawson (1980) póda soil
M. intrucellulure
(7.12,14.18.19). М. scrofuluceum
(43)

Reznikov a i. (1971) póda v okolí chovov ošípaných soil nearby pig-rearings М. intracelluläre (6)

Wolinsky a Rynearson (1968) póda orná, hlato. íl arable land. mud. clay MAIS. M. kunsasü. M. fort ui tum, 
M. smegmutis

skupina 11 a III podia Runyona5

'groups II to IV after Runyon. 'MALS (21 isolates) M. terrae. (14 isolates) M. terrae, 'atypical mycobacteria, 4undetermined, 'groups II and 
III alter Runyon

čajne teplota nedosahuje 37 °C. S týmto názorem však 
nesúhlasí celý rad autorov pracujúcich v humánnej ale- 
bo veterinárnej mykobakteriológii (Chiodini a i.. 
1984; Chiodini, 1989), ktorí považujú cirkuláciu 
napr. M paratuberculosis vo vonkajšom prostředí za 
epizootologicky a epidemiologicky zásadná.

Vzhladom na značné dlhý čas prežívania mykohak- 
térií v pode je potřebné pre ošípané odporučit' spevne- 
né, 1’ahko čistitelné výběhy s vylúčením pilin a nevhod­
né skladovanej slamy ako steliva (P a v 1 a s a i.. 1991).

2.3. Výskyt mykobaktérií vo sfagnoch rašelinísk

Sfagny rašelinísk sú jedným z najvhodnejších bioto- 
pov pře rast mykobaktérií. Ide o tzv. extrémně biotopy, 
ktoré sú považované za chudobné na živiny. Trvalo 
preto dlhšie. než mikrobiológovia akceptovali možnost' 
pomnožovania mykobaktérií v tomto zdanlivo nepriaz- 
nivom prostředí. Mykobaktérie sú považované za velmi 
náročné mikroorganizmy, pričom pri detailnej analýze 
sa ukázalo, že právě tieto speciálně podmienky vo sfag­
noch sú velmi priaznivé pre ich množenie.

Pri pokusoch so vzorkami róznych druhov vod bolo 
zistené, že voda pochádzajúca z rašelinísk vykazovala 
pomnoženie M. intracellulare sérotyp 8 a M. avium sc- 
rotyp 2. Přitom sa povodná koncentrácia ostatných bak­
térií znížila (Kazda, 1973a, b). Z vegetácic rašeli­
nísk, ktorú tvoria prevažne sfagny, sa potom podařilo po 
prvýkrát v roku 1977 izolovat' mykobaktérie a objasnit' 
podmienky umožňujúce ich rast (Kazda. 1977).

Na rozdiel od ostatných rastlín sfagnom chýbajú 
vnútorné kapilárně priestory, ktoré sú potřebné pre cir­
kuláciu živin. Kastová aktívna povrchová vrstva sfag- 
novej vegetácie je zásobovaná živinami, ktoré prúdia 
po stěnách stonky. Pri raste sa tvoří každý rok nová 
povrchová vrstva, tzv. „zelená vrstva“. Pod povrchom 
tak vzniká z nedostatku chlorofylovej syntézy tzv. „še­
dá vrstva“, kde začína tvorba rašeliny. Cinnostou ples- 
ní. predovšetkým plesni z rodu Penicillium, dochádza 
к rozkladu sfagna а к uvolňovaniu aminokyselin a uh- 
fohydrátov. Medzi nimi sa nachádzajú asparagín, glu- 
tamín a glukóza, zlúčeniny, ktoré sú známe ako zdroje 
dusíka a uhlíka v syntetických pódach pre kultiváciu 
mykobaktérií (В 1 а с к a i.. 1955; Kazda, 1983).
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IV. Výskyt mykobaktérií v doposia! vyšetřených sfagnoch rašelinísk - Occurrence of mycobacteria in tested sphagna of peat bogs till now

Krajina póvodu1
Počet vvšetrených2 Izolácia mykobaktérií5 

(%)biotopow3 vzoriek4

Nemecko - Germany 9 217 45,2

Švédsko - Sweden 2 310 31,9

Norsko - Norway 15 192 34.4

Francúzsko - France 2 30 66,6

VeFká Británia - Great Britain 4 32 34,4

USA 6 29 34.5

Kolumbia - Columbia 2 32 40,6

Nový Zéland - New Zealand 32 54 77.8

Madagaskar - Madagascar 5 18 55.5

Irska republika - Irish Republic 3 19 79,0

Česká republika - Czech Republic 6 18 55.5

Celkom - Total 86 951 41,2

'country of origin. 2number of tested, "3biotops. 4samples, 'isolation of mycobacteria

V buňkách sfagna sa nachádza tiež měnič iónov, ktorý 
okysl'uje prostredie. V zelenej vrstvě dosahujú hodnoty 
pH 2,0 až 2,5. čím sa zabráni kolonizaci! ako vyšších 
rastlín, tak aj vačšiny rnikroorganizmov. V šedej vrst­
vě, nachádzajúcej sa niekolko cm pod povrchom, je 
však okyslenie nižšie, dosahujúce hodnot pH 4,5 až 5,0. 
Váčšina mykobaktérií je schopná rásť za týchto pod- 
mienok. zatial čo rast dalších baktérií je obmedzovaný. 
Akumulácia slnečného žiarenia zvyšuje teplotu šedej 
vrstvy o 15 až 20 °C v porovnaní s okolitou teplotou 
(Rudolph, 1964). Mykobakterie využívajú živiny, 
prúdiace na povrchu šedej vrstvy sfagna. Akumulované 
slnečné teplo vytvára podmienky prirodzeného inkubá- 
tora pre mezofilné mykobaktérie, ktoré tu dosahujú 
koncentráciu 106 až 10 na I g hmoty sfagna. V dósled- 
ku priameho styku sfagnovej vegatácie rašelinísk s vo­
dou, prechádzajú mykobaktérie vo velkom množstve 
do povrchových vöd a sú prenášané na velké vzdiale- 
nosti (Kazda, 1977; Müller a i.. 1980; I r g e n s 
a i., 1981).

Doposia! bolo vyšetřených 86 sfagnových rašelinísk 
na štyroch kontinentoch, pričom mykobaktérie boli zis- 
tené vo všetkých týchto biotopoch. Z 951 odobratých 
vzoriek bolo v priemere 41,2 % pozitívnych (tab. IV). 
Najvyšší výskyt bol zaznamenaný v Irsku (79,0 %) 
a na Novom Zélande (77,8 %). Ale aj v Sumavskom 
národnom parku boli mykobaktérie přítomné v 55,5 % 
odobratých vzoriek (Kazda a i., 1989; Kazda. 
1997). Doposia! bolo zo sfagna izolovaných 26 druhov 
mykobaktérií vrátane piatich nových druhov, čo je viac 
ako jedna třetina všetkých doposia! popísaných druhov 
rodu Mycobacterium (tab. V).

Vedla saprofytických druhov, ako je napr. M. sphag- 
ni, ktoré je pokládané za stálého obyvatefa sfagnovej 
vegetácie. bola izolovaná celá rada podmienečne pato- 
génnych druhov mykobaktérií (M ü 11 e r a Kazda. 
1987). V poslednom čase sa podařilo zo sfagnovej ve­
getácie na Madagaskare izolovat' patogénnc druhy

M. simiae a M. avium (Schröder a i., 1992). Ako 
bolo uvedené v kapitole o nespecifických tuberkulíno- 
vých alergických reakciách, móžu obsahovat' nielen 
sfagny rašelinísk ale aj ostatně machy (bryofytá) my- 
kobaktéric, ktoré móžu spósobovať tieto reakcie (Kaz­
da a Cook, 1988; Cooney a i., 1997).

2.4. Výskyt mykobaktérií v prachu

Rožne druhy mykobaktérií boli izolované ticž z pra­
chu domácností (Dawson. 1971; Re zni ко v 
a Dawson, 1971; Reznikov a i., 1971; Tsu- 
kamura a i., 1974, 1984, 1988; Ichyiama a i., 
1988). Aj napriek tomu, že toto prostredie nevytvára 
ideálno podmienky pre ich množenie, v tab. VI je uve­
dené ako ich druhové zloženie, tak aj percentuálně za- 
stúpenie. Z hladiska epidemiologického je závažná 
predovšetkým izolácia mykobakteriálnych druhov, kto­
ré sa móžu uplatnit' ako etiologický agcns pri ochore-

V. Druhy mykobaktérií izolované zo sfagnovej vegetácie - Myco­
bacterial species isolated from sphagnum vegetation

1 1 M. sphugni 14. M. gudium

2' M. fortuitum 15. M. neoaurum

31 M. komossense 16. M. smegmuds

4" M. fluvescens 17. M. diernhoferi

5. M. ehe Ionue 18. M. cook 'd

6. M. gordonae 19. M. uvium

7. M. thermore.si.stible 20. M. scrpfuluceum

8. M. gilvum 21. M. gastri

9. M. obuen.se 22. M. aurum

10. M. uichiense 23. M. mudugu.scurien.se

11. M. xenopi 24. M. simiue

12. M. vaccue 25. M. chubuen.se

13. M. szulgai 26. M. hiberniue
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VI Mykobakterie izolované z praehu domácností - Species composition of mycobacteria isolated from dust of households

Autoři - Authors Druh mykobaktérií - 
Mycobacterial species

Počet kmeňov -
Number of strains

Zastúpenie (%) - 
Representation (%)

Ichiyama a i. (1988) MAI 119 68,0

M. scrofulaceum 19 11,0

neurčené1 37 21,0

Tsukamura a i. (1974) M. scrofulaceum 1 0,5

M. intracelluläre 1 0,5

M. gordonae 32 16,7

M. nonchromogenicum 45 23,5

M. flavescens 1 0.5

M. fortuitum 76 39,6

M. aurum 7 3,6

M. parafortuitum 5 2,6

M. chelonae 2 1.0
M. agri 1 0.5

M. terrae 2 1.6
ostatné2 19 9.4

Tsukamura a i. (1984) MAI 3 2.8

M. nonchromogenicum 2 1,9
М. terrae 1 0.9

М. gordonae 2 1.9

М. flavescens 4 3.7

М. thermoresistibile 44 41.1

М. pulveris 20 18,7

neurčené* 31 29,0

undetermined, "others

niach ludí. Údaje sú významné aj z pohladit súčasného 
imunologického profilu populácie ludí. Podlá posled- 
ných údajov viac ako 50 % pacientov s AIDS umiera 
na mykobakteriálne infekcie, ktorých zdroj sa nedá vo 
váčšine prípadov odhalit' (F a 1 к i n h a m III, 1996).

V dostupnej literature nie sú zmienky o podobnej 
štúdii v chovoch zvierat. Analogicky sa dá předpoklá­
dat', že u zvierat prach, predovšetkým z maštalného 
prostredia, móže byť zdrojom infekcie spósobujúcej 
ochorenie. Mykobaktérie přítomné v prachu móžu byť 
tiež příčinou nespecifických tuberkulínových alergic­
kých reakcií při intravitálnej diagnostike.

2.5. Výskyt mykobaktérií v ovocí a zelenino

Podlá názoru niektorých odborníkov (Rhein- 
w a 1 d , 1972 a další) sa mykobaktérie z pódy do rastlín 
transportujú osmotickým tlakom cez kořenový systém 
rastlín. К tomuto názoru sa na základe svojich zistení 
prikláňajú aj Nassal a i. (1974), ked dokázali pří­
tomnost' mykobaktérií v dužnine zemiakov a redkoviek. 
Experimentálně tieto předpoklady potvrdili svojimi po- 
kusmi na žihlave (Urtica colous) autoři Kauker 
a Rheinwald (1972), ktorí ověřovali prenikanie 
mykobaktérií kapilárnou sieťou do zmienenej rastliny.

Na základe vyššie uvedených pozorovaní sa autoři 
Nassal a i. (1974) zamerali na sledovanie výskytu

mykobaktérií v ovocí a zelenine a na význam umýva- 
nia potravin před požitím. Z výsledkov vyplynulo, že 
pri všetkých paralelné vyšetřených vzorkách ovocia 
a zeleniny před a po umytí sa zistila zhodná pozitivita. 
Avšak po umytí sa izoloval výrazné menší počet kolo­
nií. Z toho vyplývá, že povrchová kontaminácia ovocia 
a zeleniny móže vzniknúť usadzovaním kontaminova­
ného prachu, připadne striekajúcou vodou pri polievaní 
rastlín alebo daždi.

2.6 Výskyt mykobaktérií v obilí a jeho produktoch

Prehladne sú výsledky kultivačného vyšetrenia vzoriek 
obilia a jeho produktov spracované v tab. VII a VIII.

Autoři Nassal a i. (1974) vyšetřovali produkty 
vyrábané z obilia, nakúpené v róznych pekárstvach 
města Heidelberg (ovsenné vločky, šrot, múka a ďalšie). 
V žiadnej zo 40 vyšetřených vzoriek nezistili přítom­
nost' mykobaktérií. Beerwerth a Schürmann 
(1969) izolovali mykobaktérie v 3,6 % zo 1 11 vzoriek 
vyšetřeného nezrelého obilia a v 3,3 % zo 400 vzoriek 
jádrového krmivá předávaného farmárom. Tento rela­
tivné nízký záchyt je vyššie uvedenými autormi vysvět­
lovaný vzdialenosťou klasu od pódy, ktorá je vo váčši­
ne prípadov viac ako 1 meter. Tým sa zároveň zamedzí 
kontaminácii povrchu obilných klasov časticami pódy 
s obsahom mykobaktérií. Preto sa mykobaktérie v daleko
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VII. Izolácia mykobaktérií z krmív - Isolation of mycobacteria from feedstuffs

Autori - Authors Druh krmivá Type of feedstuff Druh mykobaktérií - 
Mycobacterial species

Dimov a Gonzales (1986) koncentrované krmivo concentrated feed M. fortuitum, M. vaccae, M. 
triviale. M gordonae, M. 
smegmatis

Fodstad (1977) odpady z kapusty wastes from cabbage skupina IV podia Runyona1

Hanzlíková a Vilímek (1992) křmna zmes, seno feed mixture, hay atypické mykobaktérie2

Hejlíček a i. (1982) granule pod zásobníkom, siláž 
z vnútra a z povrchu silážnej

granules under container, 
ensilage from inside and 
surface of ensilage pit

M. terrae

Pavlas a i. (1991) seno a zelené úsušky

křmna zmes a jej komponenty

krmivo z potrubia pře ošípané 

siláž a senáž

hay and green dried feedstuffs

feed mixture and its 
components

feed from piping for pigs

ensilage and haylage

M. avium. M. terrae

M. terrae a neklasifikované 
mykobaktérie3

M. intracellulare

M. terrae

Pavlas a Patloková (1985)

slama straw

M. (errae. M. gordonae

M. terrae, M. gordonae, M. 
triviale. M. flavescens

Pavlík (1992)

siama

ensilage M. terrae, skupina III podia 
Runyona4, neurčené5

M. avium (1)

Prosser (1989) siláž pre jelene ensilage for deer M. chetonae

1 group IV after Runyon, "atypical mycobacteria, 3non-classified mycobacteria, 4group III after Runyon, 'undetermined

VIII. Záchytnosť mykobaktérií z krmivá - Trapping ratio of mycobacteria from feed

Autoři - Authors Druh vyšetřeného materiálu Type of tested material
Počet vyšetřených 
vzoriek - Number 
of tested samples

Izolace - 
Isolation 

(%)
Beerwerth a Kessel (1976b) jádrové krmivo concentrate 511 3,3

zelené (objemové) krmivo green (bulk) feed 221 30,3

surové mlieko fresh, raw milk 1 764 7.9

Beerwerth a Schiirrmann (1969) zelené krmivo green feed 221 30.3

nezrelé obilie unripened corn 11 1 3,6

jádrové zmesi concentrate mixtures 400 3.3

zelené krmivo z pastvin green feed from pastures 120 40.0

zelené krmivo z lúk green feed from meadows 55 12.7

okopaniny row crops 46 261
Dimov a Gonzales (1986) zelené krmivo row crops 94 42,5

jádrové krmivo green feed 94 9,6

Hanzlíková a Vilímek (1992) křmna zmes concentrate 27 3.7

seno feed mixture 16 12,5

slama hay 12 25,0

Hejlíček a i. (1982) siláž straw 6 33.3

senáž ensilage 6 0.0

granule pod zásobníkom granules under container 3 33,3

Pavlas a i. (1991) krmivové potrubie pre ošípané feed piping for pigs 14 14.2

seno, zelené úsušky hay, green dried feedstuffs 10 0,0

křmna zmes, komponenty feed mixture, components 48 6,3

slama straw 5 40,0

Sanchez a Rosell (1983) byliny a rastliny herbs and plants 28 61.0
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vačšej miere zisťujú v zelenom krmivé, ktoré sa kosí 
v bezprostredncj blízkosti pódy.

Výskytu mykobaktérii v komponentoch používa­
ných pre přípravu krmných zmesí pre ošipané sa věno­
vali Pavlas a i. (1991), ako je zřejmé z tab. VII 
a VIII. Autoři v tejto práci upozorňuji) na skutočnosť, 
že množstvo mykobaktérii v krmných zmesiach može 
byť velmi nízké a z hladiska možnosti vzniku patolo- 
gicko-morfologických zmien v mezenteriálnych lymfa- 
tických uzlinách ošípaných je podprahové. К uvedenej 
situácii dochádza najma pri nevhodnej manipulácii 
a uskladnění krmivá, ako je například kontinuálně do- 
plňovanie krmných zmesí do zásobníkov krmivá. Ob­
zvlášť kritickým v tomto smere je obdobie letných mc- 
siacov, kedy v důsledku zvýšenej vlhkosti može dójsť 
к pomnoženiu mykobaktérii s následným negativným 
vplyvom na zdravotný stav zvierat. predovšetkým oší­
paných. Na druhej straně však nesmieme zabúdať na 
možnost' kontaminácie krmných zmesí mykobaktériami 
obsiahnutými v truse volné žijúcich vtákov, v maštal- 
nom prachu a v prípravovniach krmivá, připadne inými 
kontaminovanými súčasťami používanými na přípravu 
krmivá pre zvicratá.

2.7. Výskyt mykobaktérii v truse zvierat a stolici íudí

Je všeobecne známe, že zvieratá prijímajú malé 
množstvá mykobaktérii různými cestami (křmenie, na- 
pájanie, vdychovanic prachu a pod.). V niektorých prí- 
padoch bývají) mykobaktérie izolované z trusu vo vel- 
kom množstve, preto sa nevylučuje možnost' ich 
pomnožovania priamo v črevnom trakte (tah. IX a X).

U 1'udi na rozdiel od zvierat (predovšetkým od pre- 
žúvavcov) sa zisťuje přítomnost' mykobaktérii v stolici 
celkom ojediněle (D a m s к e r a Bottone, 1985). 
W e r n e r - S c h i e с к (1970), Nassal a Wer­
ner-Schieck (1970) nezistili v 520 vyšetřených 
vzorkách stolice 1'udí žiadne mykobaktérie. Vysvetlcnie 
třeba hladať predovšetkým v rozdielnom zložení potra­
vy. Hlavné rozdiely sú v pomernom zastúpení surověj 
potravy rastlinného původu a tiež v tom. že člověk při­

jímá táto rastlinnú potravu výhradně umyti). Zvicratá 
naopak přijímají) nepoměrně váčšie množstvo rastlin- 
nej potravy, ktorá je vo váčšine prípadov kontaminova­
ná zeminou (N a s s а I a i.. 1974).

Autoři Beerwerth a Kessel (1976a) sa 
v rozsiahlej štúdii věnovali sledovaniu výskytu myko- 
baktérií v truse vtákov. Na základe systematického vy- 
šetrenia niekolko sto vzoriek zistili, že aj klinicky zdra­
ví vtáci bez patologicko-morfologických zmien 
v orgánoch můžu byť šíritelmi nielen kmeňov M. avium 
(sérotyp 2 a 3), M. intracellulare, ale aj iných druhov 
mykobaktérii (tab. IX a X). Preto je nutné chránit' cho­
vy zvierat před kontamináciou trusom volné žijúcich 
a domácích vtákov (P a v 1 a s a i., 1991).

2.8. Výskyt mykobaktérii vo vzorkách sena a slamy

Aj napriek poznatkom o priaznivom účinku slnečné- 
ho žiarenia na ničenie mykobaktérii. nic je ojedinělá 
ich izolácia zo vzoriek sena, připadne slamy (tab. VII 
a VIII). Pavlas a Patloková (1985) izolovali 
zo vzoriek sena a slamy druhy M. terrae. M. gordonae, 
M. triviale, M. flavescens a M. intracellulare. Přičiň 
može byť niekolko. V prvom radě je to kontaminácia 
zmieneného materiálu pódou a čiasločkami prachu 
v priebehu zberu. К dodatočnej kontaminácii sena 
a slamy dochádza pri transporte, uskladnění a ďalšej 
manipulácii. Ako vidicť z tab. VIII pri nevhodnom 
uskladnění sena a slamy može byť záchytnosť myko- 
baktérií až u 40 % vyšetřených vzoriek.

2.9. Výskyt mykobaktérii vo vzorkách trávy, siláže 
asenáže

Na základe předešlých faktov o výskyte mykobak­
térii v pöde nic je prekvapujúca ani izolácia podmie- 
nečne patogénnych mykobaktérii z pokosených zele­
ných objemových krmív (tah. VII а VIII). Z uvedených 
výsledkov je zřejmé, že kvasné procesy pri fermentácii 
zelenej hmoty ncvplývajú na vitalitu mykobaktérii. 
Tento fakt je pravděpodobně spůsobený acidoalkoholo-

IX. Izolácia mykobaktérii z trusu zvierat a vtákov (príp. z črevných obsahov) - Isolation of mycobacteria from faeces of animals and birds 
(eventually from intestinal content)

Autori - Authors Druh zvieraťa Kind of animal Mykobaktérie - Mycobacteria

Beerwerth a Kessel (1976a) volné žijúce vtáctvo free-living birds M. aviumV2.3Y M. gordonite, M. 
terrue. M. novum. M. triviale, M. 
phlei, M. fortuitum, M. diernhoferi, 
Mycobacterium sp.

vtáci zo ZOO (črevné 
obsahy pitvaných vtákov)

birds from ZOO (intestinal 
content of dissected animals)

M. aviumV13Y M. gordonae

Pavlas a i. (1991) vtáci birds M. avium. M. terrue, neurčené1

hlodavci rodents M. intracellulure, M. terrue, neurčené1

ošipané Rigs M. intracellulure, neurčené1

Pavlik (1992) dobytok cattle M. uviuml3\ M. intracellulare(%Y 
skupina III podia Runyona2. neurčené1

ovce sheep M. intracelluläre^)

'undetermined, "group III after Runyon
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X. Záchytnosť mykobaktérií z trusu zvierat a vtákov (připadne z črevného obsahu) - Trapping ratio of mycobacteria from faeces of animals 
and birds (eventually front intestinal content)

Autoři - Authors Druh vyšetřeného materiálu Type of tested material
Počet vyšetřených 
vzoriek - Number 
of tested samples

Pozitivně vzorky 
(%) - Positive 
samples (%)

Beerwerth a Kessel 
(1976a)

volné žijúce vtáctvo 
(spevavé a vodné) v lete

free-living birds (warblers and 
water birds) in summer 207 30,0

volné žijúce vtáctvo 
(spevavé a vodné) v zimě

free-living birds (warblers and 
water birds) in winter 60 80,2

obsahy čriev pitvaných 
vtákov zo ZOO

intestinal content of dissected 
birds from ZOO 108 39,8

obsahy čriev pasúcich sa 
zvierat

intestinal content of grazing 
animals 1 022 60.6

trus vodných vtákov droppings of water birds 61 29.5

Beerwerth a Schürrmann trus ošípaných faeces of pigs 512 8.0
(1969) trus hydiny (velkochovy) droppings of poultry (big-scale 

rearings) 410 14.1

trus hydiny (malochovy) droppings of poultry (small-scale 
rearings) 419 41.5

trus dobytka, oviec a koní faeces of cattle, sheep and horses 603 70,5

Hejl íček a i. trus vtákov droppings of birds 6 0,0
(1982) obsahy žalúdkov a čriev 

dobytka
stomachal and intestinal content 
of cattle 10 20,0

Pavlas a i. (1991) hnojovica, trus ošípaných liquid manure, faeces of pigs 28 10,7

Sanchez a Rosell (1983) trus dobytka faeces of cattle 635 88,0

Třemi (1990) orgány a obsahy čriev 
hydiny z veíkochovov

organs and intestinal content of 
poultry from big-scale rearings 550 0,0

trus teliat
г velkokapacitných 
teFatníkov

faeces of calves from large- 
capacity calf-houses 2 226 0.2

rezistentnou povahou mykobakteriálnej steny (Meis­
sner a Schmiedel, 1970).

2.10. Výskyt mykobaktérií vo vzorkách pilin, hoblin, 
dřeva a köry stromov

Pavlas a i. (1991) pri porovnávaní výsledkov zís­
kaných vyšetřením vzoriek vonkajšieho prostredia 
a prostredia maštalí v dvoch časových úsekoch 1978 až 
1981 a 1988 až 1991 zistili, že piliny a voda z povr­
chových zdrojov sú najzávažnejšími zdrojmi podmic- 
nečnc patogénnych mykobaktérií.

V poslednom období sa v chovoch ošípaných změ­
nila epizootologická situácia. Táto změna súvisí s po­
užitím novej technologie pri ich ustajnení, a to techno­
logie hlbokej podstielky. Tá so sebou priniesla aj 
značné problémy. Napriek skutočnosti, že táto techno- 
lógia je z ekologického hladiska šetrnejšia, ekonomic­
ky výhodnejšia a pre ošípané prirodzenejšia, ekono­
mické straty pri predaji zvierat na bitúnkoch sú příliš 
vysoké. Pri zistení zmien v črevných lymfatických uz­
linách (kazeózne ložiská röznej vel'kosti) je maso posú- 
dené ako podmienečne požívatelné po tepelnej úpravě 
s následným finančným dosahom na chovatela, čo 
představuje zníženie výkupnej ceny masa ošípaných 
(Pavlas a i.. 1991; Pavlík a i., 1995). Ako dalej 
uvádzajú autoři Zórawski a i. (1983) a Pavlas

a i. (1991), stelivový systém s použitím pilin pri ne- 
vhodnom uskladnění umožňuje častější výskyt pod­
mienečne patogénnych mykobatérií v nadprahových 
hodnotách, ktoré ovplyvňujú zdravotný stav zvierat, 
predovšetkým ošípaných.

Sledováním prežívania podmienečne patogénnych 
mykobaktérií a ich spontánnej devitalizácie v stelive sa 
dospělo к tomuto závěru: piliny vopred uložené počas 
štyroch mesiacov vo vhodnom prostředí chránenom před 
dažďom a kontamináciou volné žijúcimi zvieratami sú 
vhodnějším stelivom v chovoch ošípaných v porovnaní 
s takto neošetrenými pilinami (Pavlas a i., 1991).

3. MNOŽSTVO PODMIENEČNE PATOGÉNNYCH 
MYKOBAKTÉRIÍ VO VONKAJŠOM PROSTŘEDÍ 
A ICH PŘÍPADNÉ MNOŽENIE

Záchytnosť mykobaktérií z vonkajšieho prostredia je 
prehladne zhrnutá v tab. XI. Vonkajšie prostredie sa 
však za určitých podmienok može stať vhodným pre 
množenie podmienečne patogénnych mykobaktérií, 
kedy im plné postačujú teploty nad 18 až 20 °C. Len 
velmi malá skupina podmienečne patogénnych myko­
baktérií vyžaduje pre svoj rast teploty v relativné úz- 
kom rozmedzí 30 až 35 °C (B e er we r t h a Kes­
sel. 1976b).
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XI. Izolácia mykobaktérií z pilin a hoblin - Isolation of mycobacteria from sawdust and wood-shavings

Autoři - Authors Vyšetřený materiál Tested material Druh mykobaktérií - Mycobacterial 
species

Beerwerth a Popp (1971)

Falkinham (1989)

Fodstad (1977)

Hanzlíková a Vilímek (1992)

Pavlas a Patloková (1985)

Pavlas a i. (1991)

Reznikov a i. (1971)

Saitanu a Holmgaard (1977)

Songer a i. (1980) 

Uhlemann a i. (1975) 

Zórawski a i. (1983)

piliny

piliny a hobliny

piliny

piliny

piliny a hobliny

piliny, hobliny

hlboká podstielka prasiat 

čerstvé piliny 

piliny a prach 

piliny a slama 

piliny a hobliny

piliny

sawdust

sawdust and wood-shavings 

sawdust

sawdust

sawdust and wood-shavings 

sawdust, wood-shavings 

deep litter of pigs

fresh sawdust

sawdust and dust

sawdust and straw

sawdust and wood-shavings 

sawdust

M. intracelluläre (4,6.8.9)

M. avi um - in trace Uulu re 

skupina IV podfa Runyona1

M. avium, atypické mykobaktérie- 

MAIS, M. terrae. М. fortuitum 

MAIS, M. terrae, neurčené3

M. avium-intracellulare (6)

М. avium-intracellulare

M. intracellulare (8)

M. avium

M. intracellulare

M. intracellulare

’group IV after Runyon, "atypical mycobacteria, 3undetermined

3.1. Cirkulácia podmienečne patogénnych mykobaktérií 
vo vonkajšom prostředí

Mykobaktéric sa vyskytujú bud' ako prirodzená sú- 
časť ekosystému, ako už holo uvedené v predošlej časti, 
alebo sa do prostredia dostávajú vplyvům ludskej čin­
nosti (C o s t a 1 I a t a i., 1977; Masaki a i., 1989; 
Pavlas a i., 1991; Pavlík, 1992). Zdrojom pod­
mienečne patogénnych mykobaktérií sú predovšetkým 
exkrementy zvierat, okolie zdrojov odpadových vöd 
predovšetkým vo velkých městských aglomeráciách, 
odpadové vody v okolí drevárskych závodov, sedimen­
ty v riečnych tokoch v okolí mliekární, cukrovarov 
a dalších (B e e r w e r t h a Schürmann. 1969; 
Rez ni ко v a i.. 1971; Beerwerth, 1973; Gos­
ice a Wolinsky, 1976; George a i.. 1980; 
Masaki a i.. 1981; Šlosárck a i., 1987)

Z vod v okolí drevospracujúcich podnikov sa izolo­
valo M. intracellulare (sérotyp 8), ktoré sa najčastejšie 
z.isťuje pri vyšetření pilin. Takto kontaminovaná riečna 
voda s obsahom mykobaktérií po vypití zvieratami 
móž.e vyvolat' vznik rozsiahlych patologicko-morfolo- 
gických zmien v lymfatických uzlinách, ktoré sú spre- 
vádzané tuberkulínovou alergickou reakciou.

Naopak, z odpadových vód z nemocníc sa častejšie 
izolovalo M. tuberculosis. Pravděpodobným zdrojom 
týchto mykobaktérií bolo podlá autorov Beerwert- 
ha a Kessel a (1976b) spútum, stolica a moč cho­
rých pacientov.

Podobné aj nevhodné ošetřená podstielka (hobliny, 
piliny) sa móže stať zdrojom podmienečne patogénnych 
mykobaktérií (P a v I a s a i.. 1991).

O ďalšej cirkulácii mykobaktérií v prostředí a ich 
pósobení na živé organizmy svedčia například patolo- 
gicko-morfologické změny v lymfatických uzlinách 
ošípaných. Podmienečne patogénne mykobaktéric sa 
uplatnia negativné v tomto procese cirkulácie bez toho, 
aby bolo v silách chovatela alebo pracovníkov veteri-

nárnej služby odhalit’ zdroj nákazy a účinné zabránit' 
ich negativnému pósobeniu (tab. XII a XIII).

3.2. Vplyv substrátu na prežívanie mykobaktérií

Z hladiska výskytu mykobaktérií vo vonkajšom 
prostředí sa javi vplyv substrátu na ich prežívanie do- 
minantným. Vo vačšine prípadov je prvotné množstvo 
mykobaktérií kontaminujúcich substrát velmi nízké. 
Ich další osud vo vonkajšom prostředí potom závisí od 
vhodných podmicnok. Buď len na ich prežitie v přípa­
de, že substrát představuje len transportné médium ale­
bo pre ich pomnoženie. Toto je zásadné v okamihu, 
kedy substrát představuje hlavný zdroj pre makroorga- 
nizmus, teda hostitela.

Následuje časť zameraná predovšetkým na výskyt 
a prežívanie druhu M. avium, ktorému bola věnovaná 
značná pozornost'. Pavlas a i. (1991) počas 18 me- 
siacov sledovali prežívanie aviárnych kmeňov v pro­
středí hliny. v truse a pilinách v natívnom stave a tiež 
po sterilizácii. Zistili, že najvhodnejším prostředím pre 
zachovanie životaschopnosti M. avium bola natívna 
alebo sterilizovaná hlina. Všetky kmene M. avium 
v hline přežívali počas 12 mesiacov a 75 % kmeňov si 
udržalo rastovú schopnost' aj po 18 mesiacoch. Na roz- 
diel od hliny, v pilinách a truse váčšina kmeňov M. 
avium přežívala len dva mesiace. Z výsledkov vyply­
nulo, že trus a piliny nie sú vhodným prostředím pre 
prežívanie M. avium predovšetkým v letnom období.

4. VPLYV MYKOBAKTÉRIÍ VYSKYTUJÜCICH 
SA VO VONKAJŠOM PROSTŘEDÍ
NA ORGANIZMUS

Mykobaktéric vyskytujúce sa vo vonkajšom prostře­
dí majú velký význam hlavně pri infekčných ochore- 
niach ludí a diferenciálnej diagnostiko mykobakteriál-
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XII Izolácia mykobaktérií z maštaFného prostredia — Isolation of mycobacteria from stables

Autoři - Authors Vyšetřený materiál Tested material
Druh mykobaktérií - Mycobacterial I 
species

Beerwerth a Kesel (1976a) póda vo voliérách vtákov 
(kfmidlá)

soil in aviaries of birds (bird 
tables)

M. avium (2), M. gordonae. M. 
terrae. M. novum, M. triviale. M. 
phlei, M. fortuitum, Mycobacterium 
sp.

Hanzlíková a Vilímek (1992) podstielka, slama, zemina litter, straw, earth atypické mykobaktérie1
1 Hejlíček a i. (1982) zoškraby z maštalí smears from stables M. terrae
1 Masaki a i. (1981) podstielka pre ošípané litter for pigs M. intracellulare (4,6,8)
1 Pavlas a i. (1991) stery z maštalí

hlina z výbehov

slama

ster zo zásobníka krmivá -

smears from stables

earth from runs

straw

smear from feed container

M. intracellulare, M. fortuitum, M. 
terrae, M. kansasii, neurčené2

M. intracellulare, neurčené“

M. intracelluläre. M. terrae, 
neurčené*

neurčené2

Pavlík (1992) stelivo pre dobytok

stelivo pre ovce

litter for cattle

litter for sheep

M. avium (1,2,3), skupina III podlá 
Runyona3, neurčené2 

skupina 111 podlá Runyona3, 
neurčené2

’atypical mycobacteria, “undetermined, "'group III after Runyon

nych ochorení zvierat. U ludí majú mykobaktérie vý­
znam ako pri kontakte s poškodeným povrchom tela, 
teda pokožkou, tak pri ich příjme cestou aerogénnou 
alebo perorálnou.

Izolácia niektorých druhov mykobaktérií. napr. 
z vody bazénov. potvrdzujc skutečnost', že zdrojem 
častých kožných zmien mykobakteriálneho pdvodu bé­
la právě tálo voda (Eilertsen, 1969: H a v e I a a r 
a i.. 1985; Leite a i., 1988). Aerogénnym zdrojem 
mykobaktérií. napr. druhu M. xenopi.je pravděpodobně 
aerosol vznikajúci pri sprchovaní teplou vodou prete- 
kajúcou teplovodným potrubím (Svorcová 
a Šlosárek. 1984). Podobné aj další autoři sa do- 
mnievajú, že rezervoárom mnohých infekcií vyvola­
ných potenciálně patogénnymi mykobaktériami je ži­
votné prostredie (B e e r w e r t h а К e s s e I , 1976a).

U zvierat sú mykobaktérie vo vačšine prípadov při­
jímané perorálnou cestou (najčastejšie vodou, objemo­
vým krmivom), pričom po přechode zažívacím traktem 
sa móžu detekovat v (ruse (N a s s а I a i., 1974). 
Ani aerogénna cesta infekcie sa nevylučuje, aj keď 
o tomto spósobe infekcie sa autoři zmieňujú len okra- 
jovo (Wendt a i.. 1980; Pavlas a i., 1991).

Přitom u zvierat, s výnimkou ošípaných, je výskyt 
podmienečne patogénnych mykobaktérií v prostředí 
významný predovšetkým z hladiska komplikácií, pri 
intravitálnej diagnostiko (alergický test, sérológia, bak- 
teriológia a ďalšie). Okrem druhu M. avium sa pri pa- 
tologicko-morfologických změnách predovšetkým u 
ošípaných uplatňujú nicktoré serovary M. intracellula­
re a ďalšie druhy podmienečne patogénnych mykobak­
térií. ktorých rezervoárom je vo vačšine prípadov von- 
kajšie prostredie (P a v 1 a s a i., 1991).

4.1. Stav imunitného systému hostitela a predispozícia 
к uplatneniu sa infekcie

Každý živý organizmus, člověka nevynímajúc, je 
v neustálom kontakte s mykobaktériami. Preto nic je 
výnimočné dočasné (přechodné) alebo trvalé (perma­
nentně) osídlenie respiračného alebo tráviaceho traktu 
mykobaktériami (Portae Is, 1988). Přitom к zásad- 
nej zmene v pohfade na zdravotný význam podmieneč­
ne patogénnych mykobaktérií došlo v posledných ro- 
koch v súvislosti s výskytom a šířením ochorení 
imunitného systému predovšetkým u ludí (AIDS).

Nassal a i. (1974) na základe svojich poznatkov 
nepovažovali niektoré druhy mykobaktérií v ovocí 
a zelenine za nebezpečné pre člověka. V súčasnosti 
však příjem týchto mykobaktérií z povrchu neumytej 
koreňovej zeleniny, připadne ovocia, zrejúceho v blíz­
kostí pódy (jahody, borievky a ďalšie), móže byť pre 
člověka chorého na AIDS fatálny.

Výsledky mnohých laboratórií světa získané dlhodo- 
bým sledováním potvrdili skutočnosť, že 40 až 60 % 
klinicky chorých pacientov na AIDS zomicra na myko- 
bakteriálnc ochorcnia. Tito pacienti sa najčastejšie in- 
fikujú druhmi komplexu M. avium-intracellulare 
(Murray a i., 1995). V ojedinělých prípadoch sa diag­
nostikuje aj infekcia M. tuberculosis.

4.2. Změny zdravotného stavu ludí

O mykobaktériách je známe, že patria к typickým 
intracclulárnym parazitom s dlhou generačnou dobou. 
Z toho vyplývajú aj najčastejšie patologicko-morfolo- 
gické změny, ktoré sa charakterizujú buď difúznou pro- 
liferáciou Specifického granulačného tkaniva alebo čas-

204 Vet. Med. - Czech. 42. 1997 (7): 191-212



XIII. Záchytnosť mykobaktérií zo vzoriek pilin, pódy, vonkajšieho prostredia a vody - Trapping ratio of mycobacteria from samples of 
sawdust, wood-shavings, and external environment

Autori - Authors
Druh vyšetřeného materiálu Type of tested material

Počet vyšetřených 
vzoriek - Number 
of tested samples

Pozitivně vzorky 
(%) - Positive 
samples (%)

piliny - sawdust

Beerwerth a Kessel (1976b) piliny (stelivo) sawdust (litter) 375 60.8

piliny (sterilně získané) sawdust (sterilly acquired) 110 0.0

kóra stromov tree bark 208 31,2

Hanzlíková a Vilímek (1992) piliny sawdust 9 88,9

Pavlas a i. (1991) piliny, hobliny sawdust, wood-shavings 29 37,9

póda - soil

Beerwerth a Kessel (1976b) póda lesná forest soil 631 29.8

póda lúk a pastvin soil of meadows and 
pastures 658 78.7

póda orná arable land 585 92,9

Beerwerth a Schürmann (1969) póda lesná forest soil 200 39.0

póda lúk a pastvin soil of meadows and 
pastures 176 69.9

póda orná arable land 159 86.8

póda zavlažovaná irrigated soil 100 99,0

Costallat a i. (1977) póda výbehov pre ošípané soil of pig-runs 100 83,0

Dimov a Gonzales (1986) póda pastvin soil of pastures 40 37,5

Hanzlíková a Vilímek (1992) zemina earth 1 100,0

Pavlas a i. (1991) póda z výbehov pre ošípané soil from pig-runs 7 57,1

Reznikov a Dawson (1980) póda předměstí Adelaide soil from Adelaide suburbs 52 3 1.0

Sanchez a Rosell (1983) póda a podstielka soil and litter 27 86,0

Wolinsky a Rynearson (1968) póda orná, bláto, il arable land, mud. clay 72 86.0

vonkajšie prostredie - environment

Hanzlíková a Vilímek (1992) podstielka litter 32 21,9

Hejlíček a i. (1982) zoškraby z maštalí smears from stables 48 18.6

Ichiyama a i. (1988) prach domácností dust from households 72 77,3

Pavlas a i. (1991) stery z maštalí smears from stables 26 23.0

stery zo zásobníkov krmivá 
pre ošípané

smears from feed containers 
for pigs 7 14.2

Tre ml (1990) vonkajšie prostredie 
vefkochovov

external environment of 
large-scale rearings 760 4.8

vonkajšie prostredie 
malochovov

external environment of 
small-scale rearings 421 7.3

voda - water

Beerwerth a Kessel (1976b) napájacia voda feed water 646 40,7

odpadová voda a bahno wastewater and mud 419 84,7

Beerwerth a Schürrmann (1969) odpadová voda wastewater 100 93,0
Dimov a Gonzales (1986) napájacia voda feed water 94 35.0

Hanzlíková a Vilímek (1992) napájacia voda feed water 71 5,6
1 Hejlíček a i. (1982) voda-rezervoár water-reservoir 6 0.0

voda-napájačky water-feeder 6 0.0
1 Pavlas a i. (1991) zdroj a potrubie source and piping 147 28,6
1 Sanchez a Rosell (1983) pitná voda drinking water 72 39,0
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tejšie vznikom granulómov s typickou histologickou 
skladbou. Postihnutie róznych orgánov súvisí so spóso- 
bom kontaktu mykobaktérií s hostitelem.

Pii kontakte s poškodeným povrchom těla sú to 
u ludí neinfikovaných vírusom HIV predovšetkým 
kožně lézie na končatinách. Sú však známe aj myko- 
bakteriálne infekcie kože na iných častiach těla, kde ich 
výskyt je menej častý (Jünger a W i t z a n i. 1981; 
Kubica a Wayne, 1984). Při proniknutí myko- 
baktérii do organizmu člověka, ktorý nie je žiadnym 
sposobom (infekčným či neinfekčným) imunokompro- 
mitovaný, nedochádza vo váčšine prípadov к vzniku 
infekčného procesu.

Niekloré druhy podmienečne patogénnych myko­
baktérií zistené v spúte sa proto považujú u zdravých 
(udí len za sekundárnu kontamináciu, ale například pri 
súčasnom narušení pluc iným ochorenim (pneumoko- 
nióza, rakovina a ďalšie) dochádza к narušeniu 
„prirodzenej odolnosti“ tkaniva, čím sa zvyšuje jeho 
vnímavost' ku „kolonizácii“ podmienečne patogénnymi 
mykobaktériami. Tie sa móžu v ojedinělých prípadoch 
stať povodcami infekčného procesu.

4.3. Změny zdravotného stavu zvierat

V populácii zvierat je situácia čiastočne odlišná. 
Vačšina domácích zvierat jo imunitně dobro vybavená 
a jo schopná zabránit' vzniku infekcie.

Podobné ako u ludí. nie je odolnost' hospodářských 
zvierat voči podmienečne patogénnym mykobaktériám 
absolútna. V celkom výnimočných prípadoch je možné 
stretnúť sa s přelomením imunitnej obrany organizmu 
a následnou mykobakteriémiou, připadne infekciou ur­
čitého orgánu (pečen, slezina, obličky a ďalšie).

Na obranyschopnost' organizmu proti infekčnému 
tlaku mykobaktérií má tiež vplyv frekvencia opakova- 
nia infekcie a velkost' infekčnej dávky. Kontakt s pod­
mienečne patogénnymi mykobaktériami sa potom prc- 
javuje senzihilizáciou к vtáčiemu, připadne bovinnému 
tuherkulínu alebo aj iným senzitínom (Pavlas a i.. 
1991). Podiel týchto mykobaktérií na senzibilizácii 
zvierat к vtáčiemu alebo bovinnému tuherkulínu sa ne­
dá jednoznačné objektivně vyjádřit', pretože nic vždy sa 
podaří kultivačně úspěšně dokázat' mykobaktérie.

4.3.1. Změny zdravotného stavu ošípaných

Výskyt tubcrkulóznych zmien pri jatočnej prehliad- 
ke zvierat je po eliminácii bovinnej tuberkulózy v roku 
1968 zisťovaný z jatočných zvierat. prevažne u ošípa­
ných. Na základe výsledkov uvádzaných v práci P a v - 
lasa (1995) bol zistený přibližné rovnaký podiel kme- 
ňov MAC a kmeňov mykobaktérií druhu M. xenopi, 
M. gordonae, M. fortuitum, M. scrofulaceum a iné.

Počet reagujúcich ošípaných na aviárny tuberkulin 
pri intradermálnej tuberkulinácii sa dokonca v posled- 
ných rokoch v Ceskej republiko zvyšuje. Přitom je čas­
to zisťovaný negativny výsledok mykobakteriologické- 
ho vyšetrenia pitevného materiálu týchto reagentov.

Ticto výsledky viedli mnohých autorov к závěru, že 
ošípané sú často senzibilizované podmienečne patogén­
nymi mykobaktériami. Podlá mnohých autorov móžu 
vyvolávat' patologicko-anatomické změny u ošípaných 
mykobaktérie druhu M. intracelluläre (В a u m a n a i.. 
1956; Cernovský a Kubín. 1969). M. gordo­
nae (Krucký. 1972), M. xenopi (Hanzlíková 
a Vilímek. 1992) a ďalšie druhy. Na základe dlho- 
dobých skúseností a experimentálnych práč je dokonca 
ošípaná považovaná za najvnímavejší druh domáceho 
zvieraťa к mykobakteriálnej infekcii. Podmienečne pa- 
togénne mykobaktérie vyvolávajú po kontakte v ich or­
ganizme patologicko-morfologické změny, ktoré sú po­
tom zisťované pri jatočnej prehliadke (B c r t h e I s e n . 
1974; Thoen a Himes, 1976; Thoen a John­
son, 1976; Thoen a i., 1976; Brown a Neu­
man, 1979: Songer a i„ 1980; Popluhár a i.. 
1986; Pavlas a L, 1991). Experimentálně bolo do­
konca potvrdené, že po perorálnej infekcii kmeňom M. 
intracelluläre (serotyp 3) dochádza v črevnom trakte 
к zápalu s následným aktívnym vylučováním myko­
baktérií počas nickolkých týždňov (Pavlas a i.. 
1991).

4.3.2. Změny zdravotného stavu ostatných druhov 
zvierat

Pri sledovaní podielu mykobaktérií na patologicko- 
-morfologických změnách u dobytka a hydiny. sa zis- 
tilo, žc vysoký výskyt týchto mykobaktérií vo vzorkách 
vonkajšieho prostredia (kultivačná pozitivita 50 a viac 
percent) významné vplýva na zdravotný stav týchto 
zvierat. V ojedinělých prípadoch sa zistili u dobytka 
Specifické tuberkulózne změny v zahltanových, mezen- 
teriálnych, ako aj podčelustných lymfatických uzlinách 
(Pavlas a i.. 1991).

4.3.3. Ovplyvnenie tuherkulínovej alergickej reakcie 
mykobaktériami z vonkajšieho prostredia

Možnost' ovplyvnenia tuberkulínovej alergickej re­
akcie ti dobytka a hydiny bola popísaná róznymi auto- 
rmi. Hejlíček (1962) a Pavlas (1965) študovali 
vplyv M. smegmatis a M. phlei na vznik tuherkulínovej 
alergickej reakcie u dobytka a ošípaných. Zistili. že 
ohidva druhy mykobaktérií móžu spósobiť nešpecifické 
alergické reakcie na použité tuberkulíny. Tieto druhy 
sa však vo vonkajšom prostředí vyskytujú výnimočne. 
Význam však nadobúdajú mykobaktérie. ktoré sa vo 
velkej mierc vo vonkajšom prostředí vyskytujú.

Touto problematikou sa zaoberali Karl son 
(1962). Worthington (1967) a v poslednom obdo­
bí Monaghan a i. (1994). Za zdroje nešpecifických 
tuberkulínovýdh alergických reakcií u dobytka označu- 
jú paratuberkulózu. infekcie vyvolané M. avium a ďal- 
šic. Dalšou příčinou nešpecifických alergických tuber- 
kulínových reakcií sú mykobaktérie z vonkajšieho 
prostredia. V krajinách, kde je dohytok chovaný pre­
dovšetkým na pastvinách, vo Velkej Británii. Irsku
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a na Novom Zélande, sú nespecifické tubcrkulínové 
alergické reakcie častejšic a dosahuji! 8 až. 12 % (M o - 
n a g h a n a i.. 1994).

Novšie poznatky z ekologie mykohaktérii přispěli 
к izolácii a popísaniu týchto mykobakteriálnych dru 
hov. к vysvetleniu mechanizmu ich množenia v pro­
středí a spösobu predovšetkým orálnej infekcie zvierat. 
Pri tom je nutné rozlišovat', či ide o nespecifické reak­
cie na aviárny tuberkulín u hydiny. alebo na cicavčí 
tuberkulín u dobytka. Všeobecne móžu byť nespecific­
ké alergické reakcie u hydiny častejšic, pretože myko- 
baktérie příbuzné M avium sa vyskytuji! v prírode. 
U dobytka potom móžu prichádzať do úvahy nové, do- 
posial" nepopísané druhy mykobaktérií.

Jedna z prvých ekologicky zameraných publikácií 
boka uverejnená v roku 1965 vo Veterinářství (Kazda 
a Dvořák. 1965). Na jednej hydinárskej farme 
s 10 tisíc kusmi mladej hydiny ich reagovalo pozitivně 
viac ako 80 % na aviárny tuberkulín bez toho, aby bola 
zistená tuberkulóza. Z nezměněných parenchymatóz- 
nych orgánov sa podařilo izolovat' mykobaktérie, ne- 
skór diagnostikované ako M intracellulare serotyp 8, 
vyvolávajúce senzibilizáciu na aviárny tuberkulín. 
V letných mesiacoch bola studničná voda používaná 
к napájaniu zvierat z dóvodu nedostatku nahradená vo­
dou z rybníka, ktorý bol obklopený rašeliniskami. Vo­
da přivázaná v cisternách a rozvádzaná do napájačiek 
bola vystavená slnečnému žiareniu. Teplota tu přesaho­
vala 30 °C. čo umožnilo pomnoženie mykobaktérií. 
Vysoká koncentrácia M. intracellulare sérotypu 8 vy­
volala nespecifické alergické reakcie na aviárny tuher- 
kulín. Po opátovnom používaní studničnej vody к na­
pájaniu poklesli pozitivně tubcrkulínové alergické 
reakcie na 1.9 % (Kazda, 1966).

Kmene druhu M intracellulare sérotypu 8 boli tiež 
příčinou nespecifických tubcrkulínových alergických 
reakcií u dobytka. Tieto reakcie nic sú však také časté, 
a nie je možné ich vo váčšine prípadov rozlišit' simul- 
tánnou tuberkulináciou (Mohagan a i.. 1994). Ov­
šem váčši význam majú nespecifické alergické reakcie 
vyvolané dalšími mykobaktériami z prostredia. Na No­
vom Zélande sa podařilo izolovat' nový druh mykobak­
térií. M. cookii, ktorý bol póvodcom týchto reakcií 
(Kazda a i.. 1990). Jeho výskyt bol najskór zistený 
vo sfagnoch, odkial' bola infikovaná voda, ktorá bola 
používaná к napájaniu dobytka. Vzhladom na vyššc 
teploty, predovšetkým na severnom ostrove (južnej po- 
logule), dochádzalo к silnému pomnoženiu týchto zá- 
rodkov а к vyvolaniu nespecifických reakcií na cicavčí 
tuberkulín.

Ako je uvedené vyššie, nie je možné tieto reakcie roz­
lišit' simultánnou tuberkulináciou. К odlíšeniu od tuber­
kulózy bolo možné použit' Specifický senzitín. připravený 
z M cookii. Na Novom Zélande sa sporadicky vyskytuje 
bovinná tuberkulóza. Rezervoárom je volné žijúci byli- 
nožravec vačice lOpossumY ktorý prenáša tuberkulózu na 
dobytok (K a zd a a Cook. 1988).

Podobná situácia, kedy je alergenodiagnostika kom­
plikovaná pritomnosťou mykobaktérií na pastvinách, je 
v írskej republiko. V južnej a severozápadnej časti kra­
jiny sa u pastevne chovaného dobytka (v niektorých 
oblastiach celoročně), vyskytuji! pozitivně reakcie na 
cicavčí tuberkulín pravidelné, pričom tieto reakcie sú 
vyvolané infekciou M. bovis. Nositelmi bovinnej tuber­
kulózy v tejto oblasti sú jazvece, ktoré prichádzajú do 
styku s týmto pastevne chovaným dobytkom. Z tohto 
dóvodu je nutné robit' pravidelné tuberkulinácie, pri­
čom v niektorých oblastiach sa vyskytujú aj nespecific­
ké tubcrkulínové alergické reakcie. Straty, spósobova- 
né vyraďovaním zvierat, mylné považovaných za 
infikované tuberkulózou, sa v poslcdných niekoíkých 
rokoch pohybovali v priemere okolo 10 tisíc kusov do­
bytka ročně.

V rámci medzinárodnej spolupráce bolo urobené 
rozsiahle vyšetrenie prostredia zmienených fariem. Vy­
šetřením sa zistilo, že mykobaktérie sa pomnožujú 
v róznych druhoch machov, ktoré na pastvinách tvoria 
malé kopcovité vyvýšeniny. Tu dochádza к akumulácii 
slnečného tepla pod povrchom. Už skoro na jar přesa­
huje teplota 30 °C (С o n n e у a i.. 1997). V tomto čase 
nie je ešte tráva dostatočne vysoká, takže dobytok spá­
sa spoločne s nízkou trávou aj značné množstvo ma­
chu. Touto cestou sa senzibilizujc mykobaktériami. 
Podstatná úlohu tu hrá nový mykobakteriálny druh M. 
hiberniae (Kazda a i.. 1993).

Oproti sfagnom, ktoré sú viazané na podmienky ra- 
šelinísk. sú machy rodu Hylocomium, Thuidium a Bre- 
utelia globálně rozšířené, pričom sa často vyskytujú aj 
na pastvinách (Kazda a i., 1997). Nic je pieto vylu- 
čené, že sa s týmito alebo podobnými druhmi myko­
baktérií. vyvolávajúcimi nespecifické tubcrkulínové 
alergické reakcie, střetneme aj v strednej Europe.

Vzhladom na rozšírenie mykobaktérií v prostředí je 
nutné podotknut', že ich interakcia so zvieratami je po­
měrně častá bez toho, aby vyvolala reakcie tuberkuli- 
nového typu. Iba izolácia týchto mikroorganizmov 
z prostredia ešte neznamená, že sú póvodcami nespeci­
fických reakcií na tuberkulín. Až ich masivně pomno­
ženie a dlhšie trvajúca ingescia je schopná vyvolat' sen­
zibilizáciu zvierat.

V minulosti (do roku 1985) sa pri tubcrkulinácii pra- 
siat používal v Ceskej republike aviárny tuberkulín 
s obsahom 8 000 TU/ml čištěného tuberkuloproteínu. 
Výsledky výskumu autorov Pa v lasa a Pallo ko­
vej (1981) viedli к zavedeniu riedeného tuberkulínu 
s obsahom I 000 TU/ml čištěného tuberkuloproteínu. 
Tento tuberkulín sa používal až do roku 1992, kedy 
bola koncentrácia TU upravená podlá Přílohy směrnice 
64 432/EHS na 14 000 TU/ml.

Zavedením tohto tuberkulínu so zvýšeným počtom 
TU sa zvýšil počet reagentov na aviárny tuberkulín bez 
následného preukazu M. avium v orgánoch porazených 
reagentov.
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5. ASANÄCIA PROSTREDIA KONTAMINOVANÉHO 
MYKO-BAKTÉRIAMI V POENOHOSPODÁRSTVE

Sledováním vplyvu chlóraminu В na devitalizáciu 
mykobaktérií vo vodě sa zistila jeho relativné nízká 
účinnost'. V destilovanej vodě s obsahom 8 % chlóra- 
mínu В (320 mg Cl2/1 vody) sa nedevitalizovali kmene 
M. avium, M. intracellulare a M. paratuberculosis do 
24 hodin. Expozíciu 48 h přežívalo M. paratuberculo­
sis. Při 48 hodinovej expozici! sa účinné použil pri 
devitalizácii M. intracellulare 4% roztok chlóraminu B. 
Rovnaký dezinfekčný prípravok devitalizoval M. avium 
v 8% koncentrácii. M. paratuberculosis sa devitalizo- 
valo až po 14 dňoch vo vodě s obsahom I % chlóramí- 
nu В (P a v 1 a s a i., 1991).

Autoři Slosárek a Janota (1990) na základe 
svojich experimentov potvrdili, že mykobaktérie sú 
odolné voči chlorácii, ktoráje v súčasnosti najčastejšie 
používaným spósobom dezinfekcie vodovodně) vody, 
а к podobným záverom dospěli aj další autoři (C ar­
son a i., 1978; Collins a i., 1984; Pelletier 
a i., 1988).

Pavlas (1961) sa zameral na potencovanie dezin- 
fekčného účinku chlóraminu В cestou jeho aktivácie 
amonnými sofami v dávke 174 mg NH4NO3/I vody. 
Vplyv aktivácie chlóru amonnými sofami sa prejavil 
skrátením času a koncentrácie chlóraminu В potřebné­
ho na devitalizáciu všetkých troch uvedených druhov 
mykobaktérií. Pri šesťhodinovej expozícii stačila na de­
vitalizáciu M. avium 0,25% koncentrácia a na devitali­
záciu M. intracellulare 4% koncentrácia chlóraminu B. 
Predíženim expozícic na 48 h sa znížila účinná koncen­
trácia chlóraminu В na 0,25 % pri devitalizačnom účin­
ku na M. intracellulare a M. paratuberculosis (Pav­
las a i., 1991).

Pre prevádzky, v ktorých technológia ustajnenia ne­
umožňuje bezstelivový systém, sa vypracovala pre asa- 
náciu pilin metoda pre devitalizáciu M. avium a M. in­
tracellulare. Na ošetrovanie pilin bolo odporučené 
používat' 5% formalín v množstve 10 l/m3 steliva, kedy 
sa piliny rovnoměrně navlhčili dezinfekčným roztokom 
a ponechali sa před použitím minimálně jeden deň 
přikryté igelitovou fóliou (P a v I a s a i., 1991).

6. PREVENCIA

Na základe výsledkov prezentovaných v dostupnej 
literatúre je možné ochranu chovov před negativným 
vplyvom podmienečne patogénnych mykobaktérií zhr- 
núť do niekofkých bodov.

2. Ustajnenie zvierat. Optimálnym je ustajnenie zvierat 
na spevnenej betónovej podlahe maštalí a výbehov. 
Najváčšie nebezpečenstvo predstavujú hliněné výbě­
hy, ktoré sú značné kontaminované trusom a mo- 
čom zvierat a sú celoročně rozbahnené. Tiež hnijúce 
časti dřevených ohrád ohryzávané zvieratami móžu 
slúžiť ako zdroj podmienečne patogénnych myko­
baktérií.

3. Pastva zvierat. Ideálnymi sú pastviny s trávnatým 
porastom, kde počas daždivého obdobia nevznikajú 
kaluže. Na pastvinách je dobré, ak sa zabráni přístu­
pu zvierat к prirodným vodným zdrojom, ktoré 
móžu byť právě v letných mesiacoch nebezpečným 
zdrojom pomnožených podmienečne patogénnych 
mykobaktérií.

4. Podstielka. Najideálnejším sa javí používanie su- 
chej, správné uskladnenej slamy. Za rizikové možno 
považovat' používanie vlhkej slamy predovšetkým 
zo spodných časti stohov kontaminovaných trusom 
a močom drobných hlodavcov. Ako nevyhovujúce 
je používanie pilin, hoblin a iných dřevitých produk- 
tov. Aj napriek ich sterilizácii teplom alebo chemic­
kým ošetřením móže dójsť к ich následnej kontami- 
nácii podmienečne patogénnymi mykobaktériami 
trusom vtákov, hlodavcov a vodou.

5. Divá zvěr a vtáci. Priestory maštalí, vrátane prípra­
vok krmiv a skladov je vhodné zabezpečit' před pre- 
nikaním volné žijúcich vtákov. Ich trus móže byť 
zdrojom mikroorganizmov vyvolávajúcich aviárnu 
tuberkulózu (M. avium), tak aj zdrojom iných pod­
mienečne patogénnych mykobaktérií.

1

6. Sklady krmivá. Najvhodnejšie na udržiavanie 
krmných zmesí sú suché a uzavreté zásobné kontaj- 
nery a nádrže, ktoré znižujú možnú kontamináciu 
podmienečne patogénnymi mykobaktériami.

7. Objemové krmivá. Pri spracovaní zelenej hmoty je 
potřebné vylúčiť dlhodobé pósobenie slnečného žia- 
renia, ktorého tepelný učinok móže spósobiť pomno- 
ženie podmienečne patogénnych mykobaktérií.

8. Tekuté krmivá. Bezprostředné před přípravou teku­
tého krmivá je vhodnejšie použit' postupné ohriatu 
studenú pitnú vodu. Voda z teplovodného potrubia 
móže byť kontaminovaná značným množstvem „ter- 
mofilných“ mykobaktérií, predovšetkým M. xenopi. 
Platí to ako pre přípravu mliečnych krmných zmesí 
pre prasiatka, tak aj pre přípravu tekutých krmných 
zmesí pre ošípané.

1. Napájanie zvierat. Optimálnym sa zatialjaví přetla­
kový systém priamo z vodovodného potrubia. Za 
úplné nevyhovujúce třeba považovat' napájanie po­
vrchovou vodou, připadne vodou z prírodných zdro- 
jov povrchovej vody riek, potokov, rybníkov. Pri 
použití vodných rezervoárov je účelné opakované 
mechanické čistenie od kalov niekolkokrát ročně.

ZÁVĚR

Vzhladom na to, že prostredie maštalí a vonkajšie 
prostredie je značné kontaminované podmienečne pa­
togénnymi mykobaktériami, je organizmus hospo­
dářských zvierat vystavený značnému infekčnému tla­
ku. Z pohfadu veterinárnej medicíny je preto vhodné 
čo najviac obmedziť přístup zvierat к týmto zdrojom 
potenciálně patogénnych mykobaktérií. Preto by sa 
chovatelia hospodářských zvierat mali vyvarovat' před
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všctkými uvedenými kritickými zložkami krmivá, na- 
pájania a ustajnenia, ktoré ovplyvňujú zdravotný 
a imunitný stav zvierat.
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INFORMATION INFORMACE

IN VITRO METHODS AND THEIR USE IN TOXICOLOGY

IN VITRO METODY A ICH VYUŽITIE V TOXIKOLOGII

E. Hurná

Research Institute of Experimental Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Assessment of the human health risks from chemicals is based predominantly on animal studies. After quan­
titative evaluation of data, a no-observed adverse effect level (NOAEL) is determined. The NOAEL is subsequently extrapo­
lated to the human situation, resulting in a recommended exposure limit for the general human population. The aim of this 
work is to point out to the use of alternative methods in toxicology which diminished the number of animals in standard tests 
of toxicity and to the use of in vitro techniques in cytotoxicity and genotoxicity of chemicals.

toxicology; cell cultures; cytotoxicity; genotoxicity; in vitro; alternative methods

ABSTRAKT: Ciel'om práce je poukázat' na využitie alternativnych metod v toxikologii, ktoré móžu znížiť počet zvierat 
v štandardných testoch na zisťovanie toxicity a na využitie in vitro technik pri zisťovani toxicity a genotoxicity chemických 
látok.

toxikológia; buňkové kultury; cytotoxicita; genotoxicita; in vitro; alternativně metody

ÚVOD

V poslednej dobc sa vo zvýšenej miere vyvijajú al­
ternativně metody (estovania toxicity. Jedným z hlav- 
ných ciďov týchto metod je získat' dostatečná informáciu 
na identifikáciu možných toxických účinkov novovyvija- 
ných chemických látok. Tak isto sú to aj etické dóvody, 
prečo sa výskumní pracovníci zameriavajú na vývoj in 
vitro metod, využitím ktorých by sa mohli znížiť alebo 
zaměnit' testy na zvieratách (Rodríquez-Farré a i., 
1993; Lopreno a i., 1994). Myšlienka využitia al­
ternativnych metod vo výskume, vzdělávaní a testovaní 
má svoje kořene už v 50. rokoch, kcď Russell a Burch 
na sympóziu o humánnych technikách v laboratóriu v ro­
ku 1957 definovali využitie troch R (reduction, refine­
ment and replacement) v štandardných testov na zvie­
ratách (Morton, 1995).

Pod pojmom „redukcia“ rozumicme použitie čo naj- 
menšieho počtu zvierat v toxikologickom výskume alebo 
získanie viacerých informácií o negativných vplyvoch che­
mických látok na danom počte zvierat. ktorých výsled­
ky vedú к dosiahnutiu potřebných údajov (Z u г I o a i., 
1996).

„Zdokonalenie“ je vlastně zlepšenie metod v toxiko­
logickom výskume róznymi spósobmi ako je například 
eliminácia stresu a pocitu bolesti u zvierat použitých 
pri testovaní alebo tiež redukcia zvierat v pokusoch. 
Stres je nepriaznivý stav, v ktorom zviera nie je schop­
né sa úplné adaptovat' na strcsory. Bolest'je výsledkom 
možného alebo existujúceho poškodenia tkaniva, ktoré

je spósobené poraněním, chirurgickým zásahom alebo 
chorobou, čo vedic tak isto к stresu (F I e с к n e I I . 1994; 
Z u r l o a i., 1996).

Třetím pojmom je „záměna“, kde sa v toxikologic­
kom výskume využívajú alternativně metody bez použi- 
tia intaktných zvierat (Del Raso. 1993). Tieto změny 
sa začinajú uplatňovat' v súčasnosti na základe nových 
zákonov vo viacerých krajinách Európy. Výskům je 
zametaný predovšetkým na vývoj nových metod zalo­
žených na molekulárnej a bunkovej biologii ako základ 
к využitiu v toxikologii.

ALTERNATIVNĚ METÓDY

Alternativně metody к testom na zvieratách sú po­
stupy. ktoré sa móžu v celom rozsahu použit' namiesto 
testov na zvieratách, čo umožňuje znižovať počty zvie­
rat v pokusoch alebo obmedziť stres pri týchto testoch. 
К takýmto metodám patria aj in vitro techniky (Ba­
lls. 1994; Orleans, 1996).

In vitro znamená „v skle“, ale biológovia interpretujú 
tento termín širšie - ako výskům, v ktorom sa buňky 
a tkanivá cicavcov, rastlín, testy na baktériach a bez- 
stavovcov, kuracich embryách a embryách žiab využí­
vajú v testovaní chemických látok predtým, než sa za- 
vedů na trh. Testovaná látka móže spósobovať změny 
například v krvi, v buňkách specifických orgánov a móže 
ovplyvňovať člověka, zvieratá, rastliny, hmyz, ryby. 
Alternativně metody nám umožňujú sledovat' priamy 
účinok na buňky z týchto druhov.
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Cytotoxikológia sa zaoberá štúdiom toxických 
účinkov chemických látok a iných materiálov na úrov­
ni buňky.

Celková cytotoxicita (základná cytotoxicita) je vý- 
sledkom toxických účinkov na štruktúry a funkcie buň­
ky, ktoré sú rovnaké pře buňky celého organizmu, ako 
je DNA. chromozómy, mitochondrie, cytoskelet a mem­
brány buňky. V testoch sa využívajú permanentně buňko­
vé linie, ktorými móžeme vyhodnocovat' velké množstvo 
chemických látok relativné v krátkom čase. Výsledky 
získané z týchto testov sú základem pre interpretáciu 
výsledkov získaných z tkanivovo-špecifickej toxicity.

V súčasnosti sa výskům zameriava na sledovanie 
účinku chemických látok na tkanivové kultury získané 
z ludských tkaniv róznych orgánov, takže otázka toxic­
kého účinku na ludský organizmus móže byť zodpo- 
vedaná presnejšie (C a 11 ej a a Persoone, 1992; 
Goldberg a Wehr, 1993).

Druhou kategóriou testov je určit’ účinok sledovanej 
látky na specifický orgán, například pečen. Dalšími tes­
tami móžeme zistiť, ako rozkladné produkty móžu ov- 
plyvniť buňku ako aj iný typ buňky. V takomto případe 
buňková kultúra pozostáva z dvoch typov buniek, napří­
klad buňky pečene a obličiek (Goldberg a Wehr, 
1993).

Liečivá a novovyvinuté chemické látky sa obyčajne 
testujú in vivo testami na zistenie akútnej toxicity a dal­
šími testami, ktoré častokrát trvajú aj dva roky (testy na 
karcinogenitu). Každá modifikácia aj starého přípravku 
alebo zmesi známých chemických látok musia prejsť 
predpisanými testami. Preto změny v testovaní nebezpeč­
nosti novozavádzaných látok sú nevyhnutné a schéma ta­
kého testovania móže pozostávať zo série testov, ktoré sa 
začínajú koreláciou štruktúry a účinku, pokračujú fyzi- 
kálnymi a chemickými analýzami, krátkodobými testa­
mi, skríningovými skúškami, pokusmi na zvieratách a na- 
koniec hodnotením rizika pre člověka. V batérií testov sú 
zahrnuté aj in vitro metody a krátkodobé testy pri odhade 
rizika chemickej látky. Tieto testy poskytujú možnost' sle­
dovat' mechanizmy chemickej toxicity na bunkovej úrovni 
a takto možnost' ovplyvnenia terapeutickou alebo antito- 
xickou látkou. Alternativně metody sa móžu využívat' 
ako skríningové testy alebo ako testy, ktoré nahradzujú 
test in vivo.

Skríningová metoda slúži na získanie orientačných 
výsledkov. Tieto metody sa využívajú v předběžných 
rozhodnutiach alebo na prvotné získanie údajov o to- 
xickom účinku. Na základe týchto údajov nezískáme 
takú komplexnú odpověď na účinok chemickej látky 
ako metodami, ktoré nahradzujú metody in vivo. Tieto 
údaje poskytujú informáciu, ktorá sa využije ďalej v tes­
tovaní na toxicitu.

Náhradně testy musia poskytnúť rovnakú informáciu 
ako údaje z in vivo testov, na základe ktorých sa dá defi­
nitivně odhadnúť miera toxikologického rizika (Green. 
1993).

Toxické látky móžu vyvolat' nasledujúce účinky na 
buňku: poškodenie bunkovej membrány, narušenie me- 
tabolickej aktivity a poškodenie genetického materiálu

(genotoxicita). Vo váčšine prípadov však sa střetáváme 
s kombináciou týchto účinkov.

Cytotoxicita je definovaná ako ireverzibilné poško- 
denic buňky, ktoré móžeme sledovat' viacerými meto­
dami. například životnost' buniek, poškodenie membrá­
ny, zastavenie proliferácie buniek.

Genotoxicita je definovaná ako indukcia poškodenia 
DNA kovalentným naviazaním chemických látok na 
DNA, změnou štruktúry alebo počtu génov v chromozó- 
moch. Tieto změny vyvolávajú například aromatické 
uhlovodíky (S c h w e i к 1 a Schmalz, 1991; С e I - 
lot i a Bianchi. 1991). Mutácie v Specifických gé- 
noch zapríčiňujú stabilně dědičné změny a chromozo- 
málne abnormality (A u I e 11 a . 1990). Génové mutácie 
sa sledujú predovšetkým na baktériách, kvasinkách, ci- 
cavčích buňkách, hmyze a rastlinách. Z mikrobiálnych 
testov sa najčastejšie využívá Amesov test, v ktorom sa 
používá séria mutantných baktérií Salmonella typhymu- 
rium bez metabolickej aktivácie a s metabolickou akti- 
váciou. Cicavčie hunky in vitro poskytujú biologický 
materiál, ktorý je na rozdiel od mikroorganizmov blízky 
somatickým buňkám in vivo. Danou metodou sa zistuje 
schopnost' skúmanej látky vyvolat' v cicavčích buňkách 
genetická změnu, například rezistenciu voči bázovým 
analógom (6-tioquanín, 8-azoquanin). Testy na chro- 
mozomálne aberácie pozostávajú zo skúšok na cyto- 
genetickú analýzu, sesterské chromatídové výměny 
a mikronukleus test. V testoch na zisťovanie DNA po­
škodenia a opravy sa používajú ako biologický materiál 
predovšetkým Escherichia coli alebo Bacillus subtilis.

Poškodenie membrány vzniká vtedy, ked' sledovaná 
látka naruší štruktúru biologických membrán, například 
zvýšením permeability, ktorá sa prejaví změnou v přes­
tupe vody, iónov a metabolitov. To vedie к lýze buňky. 
Poškodenie metabolickej aktivity buňky móžu spósobiť 
reaktivně látky, například ióny ťažkých kovov, reziduá- 
Ine monoméry alebo radikály, ktoré inhibujú aktivitu 
buňkových enzýmov. Toxický vplyv sa takto prejavuje 
v znížení energetickej produkcie a syntézy proteínov, 
výsledkem čoho je změna aktívneho transportu cez 
buňkové membrány, zastavuje sa buňková proliferácia 
a nakoniec tieto procesy vedú к smrti buňky (Jen­
ssen a Syverscn. 1991; Lugscheider a i., 
1994). Na sledovanie genotoxicity sa používajú testy 
na róznych bakteriálnych druhoch alebo buňkách ci- 
cavcov.

Výhodami in vitro metod je to, že týmito metodami 
sledujeme cytotoxicitu a hodnotíme změny od velmi ma­
lých odchyliek vo funkcii buňky až po zistenie smrti buň­
ky (Kirkpatrick a Mittermayer. 1990) a na 
základe výsledkov určujeme toxickú odpoved v závis­
losti na dávke. Počet zvierat v experimentoch sa redukuje 
tým spósobom, že na kompletný pokus alebo skupinu 
pokusov sa využije len jedno zviera. Zníženie nákladov 
v pokusoch sa prejaví v redukcii zvierat a tiež v zníže­
ní nákladov na krmenie a ich chov. Ďalšou výhodou je, 
že buňky, ktoré sú použité v pokuse sú tej istej popu- 
lácie, získané z toho istého zvieraťa a tým sa redukuje 
variabilita v pokuse. Výhodou je aj to, že in vitro metó-
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dami móžeme v prichehu nickolko hodin identifikovat' 
melaholity chemických látok. zatial' čo v pokusoch in 
vivo to trvá nickolko dní. Na základe in vitro systémov 
sa dajú lepšie zostaviť pokusy in vivo a předpokládat' 
primcrané dávky pre pokus na zvieratách.

Nevýhodami týchto testov je, že ich nemůžeme po­
užit' pri hodnotení takých faktorov ako je například dis- 
tribúcia a eliminácia liečív. Tak isto aj funkcie niekto- 
rých primárných hunick můžu byť nestabilné. Je to otázka 
cytochromu P-450, ktorého obsah sa znižuje v závis­
losti od trvania kultivácie (D e 1 R a s o , 1993).

ZÁVĚR

Záverom móžeme povedať, že na získanie potřeb­
ných výsledkov je potřebné zostaviť batériu in vitro 
testov použitím různých buňkových typov. Musia byť 
známe výhody a nevýhody in vitro systémov predtým. 
než sa definitivně začnú využívat' v toxikologických 
štúdiách. Musia byť riadne uznané a musí byť dosiah- 
nutá štandardnosť testov.V súčasnosti nie je reálná úpl­
ná záměna in vivo testami s in vitro metodami. Avšak 
využitie týchto testov v súčasnosti redukuje počty zvie- 
rat v pokusoch a na základe výsledkov z in vitro testov 
získáváme komplexnější pohlad na účinky testovanej 
látky.
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The lams Company Award for the best clinical article

In 1995 The lams Company inaugurated 
the lams Company Award for the best clinical 
article published in a European Veterinary 
Journal by a junior veterinarian.

The second lams Company Award was met 
with wide enthusiasm and over 40 outstanding 
articles were submitted to the independent 
Award Committee. The winner of the lams 
Company Award 1996, dr. K. Onclin from 
Liěge University in Belgium, received her prize 
at the WSAVA Congress in Jerusalem in 
October 1996.

Building on the successes of 1995 and 1996, 
The lams Company invites young veterinary 
authors again to submit their publication(s) 
to participate in the competition for

the lams Company Award 1997. Nominees are 
veterinarians under 36 years of age, who have 
published a clinical paper in a peer reviewed 
European Veterinary Journal (national or 
international). The articles describe either 
clinically orientated basic research or a clinical^ 
study. Both retrospective and prospective 
studies as well as high quality review articles in 
the field of Clinical Companion Animal 
Medicine and Surgery can be nominated for 
the lams Company Award. Articles should be 
submitted in their language of publication 
together with a full abstract in English.

The winner of the lams Company Award 
1997 will be announced during the ESVIM 
Congress in Lyon, 11-13 September 1997.

The prize for the winner of the lams Company Award 1997 includes

1. ECU 2500.00 in cash
2. ECU 1500.00 in travel vouchers to attend the ESVIM Congress

3. free subscription to the ESVIM Congress
4. free subscription to specialist seminars during the ESVIM Congress

5. free participation to the social evening program of the ESVIM Congress
6. reprint of the article in the next issue of the FECAVA Journal

The award winning manuscript will be selected by an independent committee consisting of three European clinicians eminent in the 
field of veterinary Medicine and Surgery. Manuscripts or reprints of articles on one of the above mentioned subjects published between 1 
My 1996 and 1 July 1997 should be submitted in quadruplicate, together with a CV of the first author, before 15 July 1997 to: The lams 
Company Award Committee, Mrs. M.L.T. van der Kraan, lams Pet Food International Inc., Luchthavenweg 67, NL-5657 EA Eindhoven, 
The Netherlands.

AS DEDICATED TO ANIMAL WELL-BEING AS YOU ARE.
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