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

PEPTIDICKE LATKY AMNIONOVEJ TEKUTINY OVIEC REGULUJU
PROLIFERACIU BUNIEK BP-A31

J. Blahovec’, 7. Kostecké', Js Me§ter2, F. Cavaille’

]Universit_\* of Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Republic
2INSERM U-55, Paris, France

ABSTRACT: Cell proliferation and differentiation of developing fetus is influenced 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
ol proteins and peptides present in the sheep amniotic fluid. The cell cycle regulatory activity was estimated by using mouse
fibroblasts BP-A31 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 (M, = 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 turther 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 '**I-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; 1GFs: IGFBPs; cell proliferation; BP-A31 cells

ABSTRAKT: Prolifericia a diferencidcia bunick vyvijajiceho sa plodu je ovplyvilovand, okrem hormoénov aj inzulinu
podobnymi rastovymi faktormi a ich vazobnymi proteinmi, pritomnymi v amnionovej tekutine. Ciefom naSej price bolo zistit
aktudlnu mitogénnu aktivitu proteinov a peptidov izolovanych z amnidnovej tekutiny oviec, na ¢o sme pouZili chemicky
transformované mysie fibroblasty (bunky BP-A31). Ovc¢ia amnionovid tekutina nevykazovala Ziadnu aktivitu. Aviak po
oddeleni malych molekil gélovou filtraciou na Sephadexe G-10, frakcia eluovana v prazdnom objeme kolony (M, 2 0,7 kDa)
bola schopna prebudit bunky z kludovej fizy G, do G, a indukovat ich delenie. DalSou chromatogratiou mitogénne aktivnej
frakcie na Sephadexe G-50 sa nam podarilo oddelit dva peptidické komponenty s mitogénnou aktivitou. Jeden z nich bol
cluovany hned za prizdnym objemom kolony a eluény objem druhého sa zhodoval s polohou 125IGF-1. Obidve mitogénne
aktivne frakcie si podobné IGF-I a inzulinu svojim mechanizmom transdukcie mitogénneho signalu. Predpokladame, Ze
zlozka amnionovej tekutiny s vy§$ou molekulovou hmotnostou eluovanid v blizkosti prazdneho objemu kolény pravdepodobne
predstavuje IGFBPs alebo iné podobné proteiny.

amnionovi tekutina; IGFs; IGFBPs; proliferdcia bunick: bunky BP-A31

UvoD

Ucast rastovych faktorov, ich receptorov a vizob-
nych proteinov v embryonalnom a fetalnom vyvoji bo-
la pozorovand viacerymi badatelmi (Han a Hill,
1992). Naprick zna¢nému poctu udajov, predovsetkym
o inzulinu podobnych rastovych faktoroch (IGFs — in-
sulin-like growth factors), si povaha a charakter proce-
sov, v ktorych tieto peptidy zohrdvaji vyznamni tlohu
doposial nejasné. Z rastovych faktorov v amniénovej
tekutine Tudi boh zistené predovsetkym IGF-I a IGF-II,
ako aj EGF (epidermalny rastovy faktor) a NGF (ner-
vovy rastovy faktor) = Colombo ai. (1993). Amni-
dnova tekutina sucasne obsahuje vysoké koncentricie
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viizobnych proteinov viazicich IGFs (IGFBPs - insu-
lin-like growth factor binding proteins) - Busby ai.
(1988), Koistinen ai. (1993). Radove vysSie kon-
centricie vizobnych proteinov oproti koncentraciam
IGF-I a IGF-II, ako aj vysoké afinitné konStanty sposo-
buju, Ze oba rastové faktory su pritomné vo forme kom-
plexov, v ktorych mitogénna aktivita IGFs by mala by(
eliminovana. Av3ak v tomto ohlade nachadzame v lite-
ratire konfliktné udaje. V zhode s vy3Sie uvedenym
nazorom st udaje autora Burcha a i. (1990), ktori
zistili. Ze vizobné proteiny s molekulovou hmotnostou
25 kDa inhibovali rast chrupiek kuracich embryi. Po-
dobne vizobné proteiny, oznaCované ako IGFBP-1, in-
hibovali rast buniek (Liu ai., 1991) a viazbu IGF-I na
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receptory s naslednou elimindciou biologickych uéin-
kov (Ritvos ai., 1988). Na druhej strane iné price
uvdadzajui, Ze v nicktorych pripadoch vizobné proteiny
naopak potencuji rastové dacinky IGF-I. Blum a i.
(1989) napriklad zistili, Ze biosyntéza DNA fibroblas-
tov obli¢iek Skrecka, indukovana IGF-1 v pritomnosti
vizobnych proteinov, vyrazne vzrastla. Podobne bola
pozorovand aktivicia rastovych ucinkov IGF-I na kul-
tire izolovanych mysich, ludskych a prasacich fibro-
blastov, kultivovanych v pritomnosti purifikovanych
IGFBP-1 (Elgin ai., 1987).

Predmetom nasej price bolo zistit aktudlnu mitogén-
nu aktivitu proteinov a peptidov amniénovej tekutiny
oviec. Ako indikdtorové bunky sme pouZzili chemicky
transformované mysie fibroblasty BP-A31. Tieto bun-
ky bez pritomnosti exogénne pridanych rastovych fak-
torov sa dostdvaju do kludového stavu, pricom po pri-
dani IGF-I alebo iného mitogénu dochadza k ich
tplnému deleniu. Pritomnost EGF delenie buniek ne-
ovplyviluje (Buchou a1, 1989). V praci dokazuje-
me, ze ov&ia amnionova tekutina obsahuje okrem ras-
tovho faktoru podobného IGF-1 aj dal$i mitogén,
vyrazne sa lisiaci svojou molekulovou hmotnostou.

MATERIAL A METODY

Amnionova tekutinu sme odobrali punkciou amnio-
nového vaku po predosle) laparotomii a hysterotomii
od troch oviee v 10. tyzdni gravidity. Chloroformom
odtucnena amnionova tekutina bola podrobeni gélove)
chromatografii na kolone Sephadexu G-10 (5 x 70 ¢m)
v 0,04 mol/l roztoku NH HCO;. Dve ninhydrinpozitivne
frakcie amnionovej tekutiny boli testovanc na mitogénnu
aktivitu. Benzo-o-pyrénom transformované BALB/¢ 3T3
mySie fibroblasty boli pomnoZené v ¢-minimalnom
esencialnom médiu s pridavkom 6% fetdlneho telacicho
séra vo vihkom vzduchu obsahujicom 5% CO,. Bunky
sme rozpipetovalt do 24-jamkovych platniciek (40 000
na jamku) a po 24 hodinach sme im zamenih Zivné
médium so sérom za médium so siranom zeleznatym
a nechali sme bunkam ¢as 72 hodin na vstup do kludo-
vej lazy Gy,. Potom boli bunky inkubované s 2 uCi H-
-tymidinu (Amersham. Les Ulis, Francazsko) a testova-
nymi frakciami amnionovej tekutiny a po 30 hodinach
bola inkorporicia radioaktivne znaceného tymidinu do
DNA bunick zastavena I mol/l kyselinou askorbovou.
Bunky boli dalej fixované 5% kyselinou trichlérocto-
vou, rozpustené v 0.1 mol/l NaOH a radioaktivita bola
stanovena pocitanim impulzov v scintilacnom roztoku.
Hodnoty namerancj radioaktivity st uddavané formou
priemernych hodnot troch paralelnych stanoveni s uda-
nim smerodajnej odchylky. Statistické hodnotenie vy-
sledkov sa vykonalo Studentovym r-testom.

Lyofilizat prvej [rakcie amnionovej tekutiny po gé-
lovej chromatografii na Sephadexe G-10 bol rozpuste-
ny v 10% roztoku kyseliny octovej a nasadeny na ko-
lonu Sephadexu G-50 (3 x 90 ¢m) v 10% roztoku
CH;COOH. Obsah proteinov v jednotlivych frakeidch

186

bol stanoveny meranim opticke) hustoty pri vinovej

dlIZke 280 nm. Vsetky chromatograficky ziskané frak-

cie boli zlyofilizované a testované na mitogénnu akti-
vitu sposobom uvedenym vysSic.

Na testovanie mechanizmu transdukcie mitogénneho
signalu sme pouzili nasledovné efektory:

— inzulin ako aktivdtor receptorov tyrozinkindzy
(2107 "mol/l) od firmy Boehringer (Mannheim,
SRN),

- forbol-12-myristat-13-acetat (PMA) ako aktivator
proteinkindzy C (100 ng/ml),

— 3-izobutyl-1 -metylxantin (IBMX) ako inhibitor
cAMP-fosfodiesterazy (5.107% mol/l), ziskané od
Sigmy (St. Louis. MO, USA). Povod ostatnych po-
uzitych reagencii je z beznych komerénych zdrojov.

VYSLEDKY

Frakciondcia delipidovanej Casti amniénovej tekuti-
ny na kolone Sephadexu G-10 viedla k separacii dvoch
ninhydrin-pozitivnych frakcii (obr. 1). Elicia prvého
piku koincidovala s prizdnym objemom kolény (A),
druhy pik obsahoval peptidy a iné latky s molekulovou
hmotnostou < 0,7 kDa (B). Obe frakcie boli podrobené
stanoveniu mitogénnej aktivity, pricom len frakcia A
(p < 0.01) bola schopna iniciovat delenie kultary buni-
¢k BP-A31 v médiu neobsahujucom fetalne sérum
(obr. 2).

Gelovi chromatogralia aktivnych komponentov pri-
tomnych vo frakcit A na kolone Sephadexu G-50
v 10% Kyseline octove) poskytla dalSiu separaciu do
dvoch pikov s mitogénnou aktivitou (obr. 3). Eluc¢ny
objem jedného 7 aktivnych pikov sa zhodoval s polo-
hou ' LIGE-1, zatialco druhy aktivny pik bol cluovany
v pozicii thned po prazdnom objeme kolony. Najviicsi
Cast materidlu s absorbanciou pri 280 nm. predstavuju-
ca pravdepodobne oligopeptidy mensic ako 7 kDa, mi-
togénnu aktivitu nevykazovala.

Charakter mitogénncho signalu, sposobujiceho de-
lenie bunick BP-A31 komponentami amnionovej teku-
tiny. sme zistovali pouzitim forbol-12-myristat- 1 3-ace-
titu (PMA), inzulinu a 3-izobutyl, I-metylxantinu
(IBMX) — obr. 4. Obe aktivne frakcie ziskan¢ separa-
ciou na Sephadexe G-50 vykazovali aditivny clekt
v opritomnosti pouzitcho PMA (p < 0.05 u frakcic 11
a nesignifikantné zv
inhibicia inkorporacic ‘l!-l—l_\'midinu do DNA bola po-
zorovani koinkubdciou BP-A31 bunick s IBMX
(p < 0.05 u frakcie I a p < 0.001 u frakcie 11).

ySenie u frakcie 1). naopak zjavni

DISKUSIA

Je vicobeene zname. ze amnionovia tekutina rovnako
ako dalsie telové tekutiny obsahuje okrem inych rasto-
vych faktorov aj IGF-1. ktory je asociovany so Speci-
fickym viizobnym proteinom. IGEBP-1 (Nonoshita
a 1. 1994). Viizba IGE-1 na viizobny protein predlzuje

jeho biologicky polcas a umozinuje transport kK bunkam.

Vet Med. = Czech, 42,1997 (7): 185-18Y
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2. Mitogénna aktivita amniénovej tekutiny. C ~ samotné bunky,
AF — nepurifikovania amniénova tekutina, AB - frakcie po gélovej
chromatografit na Sephadexe G-10 - Mitogenic activity of amniotic
fluid; C - only cells, AF - nonseparated amniotic fluid. A,B - frac-

tions obtained by gel chromatography on Sephadex G-10
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avSak ak sa bunky inkubuju s IGF-1 v komplexe
s IGFBP-1. zvycajne biologicka aktivita IGF-I je znac-
ne znizena alebo tplne eliminovana (Liu a i, 1991).
V nasom pripade nefrakcionovana amnionova tekutina

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

1. Gélova chromatografia ammonove) tekutiny
oviee na Sephadexe G-10: rozmery kolony 5 x
70 ¢m, eluény roztok 0,04 mol/l NHHCO;,
rychlost eliacie 12 ml/h. Frakcie boli stanovené
ninhydrinovou reakciou — Gel chromatography
of ovine amniotic fluid on Sephadex G-10 co-
lumn (5 x 70 ¢m), elution with 0.04 mol/l
NH4HCO; at a flow rate of 12 ml per hour. Frac-
tions were determined by ninhydrin reaction

jednotlivych oviec sposobovala mali alebo Ziadnu pro-
liferaciu bunick BP-A31. AvSak po deleni na kolone
Sephadexu G-10, pocas ktoré¢ho sa zo vzorky odsepa-
rovali malé molekuly. sa vo frakcii A objavila vyrazna
mitogénna aktivita (obr. 2).

Vysoka koncentracia IGFBP-1 v amnionovej tekuti-
ne (v porovnani so sérom je asi 1 000-krat vyssia), jeho
moldrny prebytok voci IGF-I (asi 100-nasobny). ako aj
vysoka afinitna konstanta, si dovody, ktoré opraviiuji
predpokladat, Ze tento rastovy faktor je prakticky aplne
viazany v komplexe s vizobnym proteinom. Vyvstava
potom otdzka, ¢i mitogénne ucinky ma len IGF-1 alebo
a) cely komplex, pripadne samotny IGFBP-1. Za uce-
lom odpovede na tito otizku sme podrobili frakciu A,
ziskanu gélovou chromatografiou na Sephadexe G-10,
dalej chromatografii na kolone Sephadexu G-50
v prostredi 10% kyseliny octovej. ktora disociuje kom-
plex IGFs/IGFBPs na jeho jednotlivé komponenty
(Merimee ai., 1984). Ukazalo sa, Ze frakcia A sa za
tychto podmienok separovala do dvoch aktivnych pi-
kov. Pozicia druhého piku koincidovala s elu¢nym ob-
jemom I2SLIGF-1, zatialco prvy pik s mitogénnou ak-
tivitou bol eluovany na hranici alebo tesne za prazdnym
objemom kolony Sephadexu G-50 (obr. 3). Tato pozi-
cia zodpoveda proteinu (proteinom) s vysSou moleku-
lovou hmotnostou 2 30 kDa). Je velmi pravdepodobné,
7e sa jednd o viazobny protein IGFBP-1 s molekulovou
hmotnostou 30 az 40 kDa (Busby a i, 1988), ale
nedd sa vylucit aj pritomnost in¢ho, doposial neidenti-
fikovaného mitogénu bielkovinovej povahy.

Mitogénne Gcinky tejto frakcie stanovované v pri-
tomnosti mitogénnych efektorov, ako si inzulin, PMA
a IBMX. st rovnaké alebo velmi podobné ac¢inkom zis-
tenym u druhej frakcie, ktorej elicia koincidovala s po-
ziciou "ILIGF-I (obr. 4). Tato skuto&nost napoveda,
7e transdukcia mitogénneho signalu je v oboch pripa-
doch sprostredkovand rovnakym typom receptorov,
pravdepodobne autokatalytickou tyrozinkinazovou ak-
tivitou transmembranovych B-podjednotick receptorov

IGF-L.
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vej tekutiny na Sephadexe G-50. Kolona o vel-
Kosti 3 x 90 ¢m bola eluovand 10% Kyselinou
octovou prietokom 9.5 ml/h. Frakcie boli me-
rané pri 280 nm (A) a podrobené skiadke na
mitogénnu aktivitu (cpm). Sipka oznacuje eluc-
nu polohu 25LIGF-1 - Gel chromatography of
fraction A of amniotic fluid on Sephadex G-50.
Column (3 x 90 ¢m) 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 LIGF-I
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4. Utinok aktivnych pikov (LII) na bunky BP-A31 v pritomnosti niek-
torych efektorov bunkovej proliferacie; C — samotné bunky. S - bunky
s fetilnym sérom, Ins — bunky s inzulinom, P — bunky s forboleste-
rom, X - bunky s IBMX, I - bunky s frakciou I, II- bunky s frakciou
I1 - Effect of active peaks (LII) in BP-A31 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, I - cells with fraction I, II - cells with fraction Il

*=p <005
** =p < 0,001

Nase vysledky ukazali, Ze ov¢ia amniénova tekutina
obsahuje mimo IGF-I e$te daliu bielkovinu s priamym
mitogénnym ucinkom na bunky BP-A31. Tento protein
ma vyrazne vy$Siu molekulovi hmotnost, ale charakter
mitogénneho signalu je podobny IGF-I. Jedna sa prav-
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depodobne o IGFBP, alebo ini podobnu latku, ktorej
pritomnost v amnidnovej tekutine oviec moze byt dru-
hovo $pecifickd. Bliz8ie objasnenie povahy tohoto pro-
teinu bude predmetom naSej dalSej prace.
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OCCURRENCE OF CONDITIONALLY PATHOGENIC
MYCOBACTERIA IN THE ENVIRONMENT AND THEIR IMPACT
ON LIVING ORGANISM

VYSKYT PODMIENECNE PATOGENNYCH MYKOBAKTERII
V PROSTREDI A ICH VPLYV NA ZIVY ORGANIZMUS

A. Horvithova', J. Kazda®, J. Bartl', 1. Pavlik'

IVeter'irzarj\‘ Research Institute, Brno, Czech Republic
“University, Kiel; private addres: Parkallee 39b, D-23845 Borstel, BRD

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 bovinnd tuberkuldza eliminovand v Ceskej republike, je epizootologickd situdcia
bovinnej tuberkulozy stabilizovand. V stc¢asnosti sa celosvetovo zvySuje mnoZstvo ochoreni u Tudi a zvierat, ktoré si vyvolané
podmienecne patogénnymi mykobaktériami. V Tudskej populdcii st postihnuti prevazne imunokompromitovani fudia. U hos-
podirskych zvierat infekcie vyvolané podmieneéne patogénnymi mykobaktériami ¢asto vedi ku komplikiaciam pri intravitdl-
nej a postmortdlnej diagnostike bovinnej a avidarnej tuberkulozy. Infekcie zvierat podmieneéne patogénnymi mykobaktériami
potom casto vedi k diagnostickym omylom, ktoré mdzu mat negativny zdravotny, ekonomicky a chovatelsky dosah. Preto
cielom prdce bolo zhrnutie literarnych udajov a vlastnych poznatkov tykajicich sa vyskytu atypickych mykobaktérii v pros-
tredi. Clinok je rozdeleny do S zhrnujicich kapitol a doplneny 13 prehladnymi tabulkami.

podmienecne patogénne mykobaktérie; vonkajsie prostredie; asandcia; prevencia

Zoznam pouzitych skratick: AIDS - acquired immunodeficiency syndrome; MAI — M. avium-intracellulare
complex; MAIS — M. avium-intracellulare-scrofulaceum complex; M. avium (2,3) - M. avium. sérotyp 2 a 3;
M. intracellulare (8,9) - M. intracellulare, sérotyp 8 a 9; TU — tuberkulinové jednotky.

CONTENTS

1. Introduction
2. Occurrence and proportion of mycobacterial species in the environment
2.1. Occurrence of mycobacteria in water (A. Horvathova)
2.1.1. Isolation of water samples from swimming pools, and baths
2.1.2. Isolation from surface water samples
2.1.3. Isolation from waste water samples
2.1.4. Isolation from aerosol samples of sea and household water
2.2. Occurrence of mycobacteria in forest and arable land, and grasslands (A. Horvathova)
2.3. Occurrence of mycobacteria in peat sphagnum (J. Kazda)
2.4. Occurrence of mycobacteria in dust (I. Pavlik)
2.5. Occurrence of mycobacteria in fruit and vegetable (A. Horvithova)

* Supported by the Veterinary Research Institute in Brno (UU 134-09) and Ministry of Agriculture of the Czech Republic (EP 0960006087)

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



2.6. Occurrence of mycobacteria in cereals and their products (A. Horvathova)
2.7. Occurrence of mycobacteria in faeces of animals and men (A. Horvathova)
2.8. Occurrence of mycobacteria in samples of hay and straw (A. Horvathova)
2.9. Occurrence of mycobacteria in samples of grass, ensilage and haylage (A. Horvathovad)
2.10. Occurrence of mycobacteria in samples of sawdust, wood-shavings, wood, and bark
(A. Horvathova)
3. Quantity of conditionally pathogenic mycobacteria in external environment and their possible propagation
(I. Pavlik, A. Horvathova)
3.1. Circulation of conditionally pathogenic mycobacteria in external environment
3.2. Effect of substrate on mycobacteria survival
4. Effect of environmental mycobacteria on the organism
4.1. State of the host’s immune system and predisposition to the infection (I. Pavlik,
A. Horvathova)
4.2. Health alteration in men (I. Pavlik,J. Bartl)
4.3. Health alteration in animals (I. Pavlik, A. Horvathova)
4.3.1. Health alteration in swine (J. Bartl)
4.3.2. Health alteration in other animal species (J. Bartl)
4.3.3. Effect of environmental mycobacteria on tuberculous allergic reaction (J. Kazda)
5. Sanitation of environment contaminated by mycobacteria in agriculture (A. Horvathova,I. Pavlik,
J. Bartl)
6. Prevention (I. Pavlik)
7. Conclusion
8. References

OBSAH

1. Uvod
2. Vyskyt a druhové zastipenic mykobaktérii v prostredi
2.1. Vyskyt mykobaktérii vo vode (A. Horvathova)
2.1.1. Izolacia zo vzoriek vod bazénov, kapalisk a kapelov
2.1.2. Izoldcia zo vzoriek povrchovej vody
2.1.3. Izoldcia zo vzoriek odpadovych vod
2.1.4. Izolacia zo vzoriek acrosolu morskej a dZitkovej vody
2.2. Vyskyt mykobaktérii v lesnej a ornej pode, pode lik a pastvin (A. Horvathova)
2.3. Vyskyt mykobaktérii vo sfagnoch raSelinisk (J. Kazda)
2.4. Vyskyt mykobaktérii v prachu (I. Pavlik)
2.5. Vyskyt mykobaktérii v ovoci a zelenine (A. Horvathova)
2.6. Vyskyt mykobaktérii v obili a jeho produktoch (A. Horvathova)
2.7. Vyskyt mykobaktérii v truse zvierat a stolici ludi (A. Horvathova)
2.8. Vyskyt mykobaktérii vo vzorkach sena a slamy (A. Horvathova)
2.9. Vyskyt mykobaktérii vo vzorkéch travy, silize a sendze (A. Horvathova)
2.10. Vyskyt mykobaktérii vo vzorkach pilin, hoblin, dreva a kory stromov (A. Horvathova)
3. Mnozstvo podmienecne patogénnych mykobaktérii vo vonkajSom prostredi a ich pripadné mnoZenie
(I. Pavlik,A. Horvdathova)
3.1. Cirkuldcia podmiencéne patogénnych mykobaktérii vo vonkajSom prostredi
3.2. Vplyv substratu na preZivanie mykobaktérii
4. Vplyv mykobaktérii vyskytujicich sa vo vonkajSom prostredi na organizmus
4.1. Stav imunitného systému hostitela a predispozicia k uplatneniu sa infekcie (I. Pavlik,
A. Horvathova)
4.2. Zmeny zdravotného stavu Tudi (I. Pavlik,J. Bartl)
4.3. Zmeny zdravotného stavu zvierat (I. Pavlik, A. Horvathova)
4.3.1. Zmeny zdravotného stavu oSipanych (J. Bartl)
4.3.2. Zmeny zdravotného stavu ostatnych druhov zvierat (J. Bartl)
4.3.3. Ovplyvnenie tuberkulinovej alergickej reakcie mykobaktériami z vonkajsicho prostredia (J. Kazda)
5. Asanacia prostredia kontaminovaného mykobaktériami v polnohospodarstve (A. Horvathova),
I. Pavlik,J. Bartl)
6. Prevencia (I. Pavlik)
. Zaver
8. Literatura

~

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



UvoD

Od objavu povodcu tuberkulozy cloveka v roku
1882 Robertom Kochom sa mykobaktérie izolovali zo
vzoriek vonkajSieho prostredia ako su pdda, liky, rast-
liny, ale tiez voda (Schneiderlin, 1897; Mol-
ler, 1899; Herr, 1901 —cit. Nassal ai., 1974).
Viac nez sto rokov mykobakteriologického vyskumu
odhalilo pritomnost mykobaktérii vo vicSine zloziek
ckosystému.

Vo veterinarnej medicine je uz dlho systematicka
pozornost venovana mykobaktériam vyvolavajicim tu-
berkulézu zvierat, najmd Mycobacterium tuberculosis,
M. bovis a M. avium. Av§ak zvySeni pozornost si tiez
ziskavaju podmienecne patogénne mykobaktérie, ktoré
v chovoch hospodarskych zvierat spésobuji znacné
ekonomické straty.

V sucasnosti sa venuje zvySenda pozornost Stidiu
ekologie mykobaktérii a moznosti ich prenosu na ludi.
Predpoklada sa, Ze vyskyt a rozSirenie mykobaktérii do
znacnej miery suvisi so zhorSujicimi sa podmienkami
zivotného prostredia. V Tudskej populacii nadobuda
roz§irenic mykobakteridlnych infekcii vzostupny cha-
rakter, na ktorom sa vyraznou mierou podiela pandé-
mia syndromu ziskanej imunitnej nedostato¢nosti —
AIDS.

Cielom predloZene) suhrnej prace je oboznamenie,
predovSetkym veterinarnych pracovnikov s vyskytom
a zdravotnym vyznamom podmieneéne patogénnych
mykobaktérii vo vonkajSom prostredi ako aj v prostre-
di stajni.

2. VYSKYT A DRUHOVE ZASTUPENIE
MYKOBAKTERIf V PROSTREDI

Z vysledkov mnohych prac vyplyva, Ze v porovnani
s klasickymi povodcami tuberkulozy Tudi (M. rubercu-
losis, M. bovis) su podmieneCne patogénne mykobak-
térie schopné vyuZit pre svoj metabolizmus Ziviny, kto-
ré sa vyskytuju v prirodzenych materidloch, akymi si
poda, voda, slama, listic a dalSie (Beerwerth
a Popp, 1971; Beerwerth, 1973; Kubin, 1979).

Beerwerth a Kessel (1976b) vyslovili na
zaklade svojich dlhoro¢nych skdsenosti zaujimavy na-
zor: ,,Vzhladom na velmi Casty zachyt roznych druhov
mykobaktérii vo vonkajSom prostredi sa da predpokla-
dat, Ze sa nachddzaji v poslednom stupni mineralizicie
organickych latok v prirode®.

2.1. Vyskyt mykobaktérii vo vode

Vysledky experimentdlnych prac poukazuju na sku-
to¢nost, Ze voda, ako hlavny rezervoar niektorych dru-
hov mykobaktérii (tab. I). ma vyznamna dalohu v epi-
demioldgii mykobakteridlnych infekcii Tudi a zvierat
(Eilertsen, 1969). Tiez zastupenic mykobakterial-
nych druhov vo vySetrovanych vzorkich vody moze
byl pre mnohych velkym prekvapenim (tab. II).
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Ako uvidzaji Slosdrek a Janota (1990) vo
svojej praci, bolo z 56 znamych druhov mykobaktérii
izolovanych 20 druhov z réznych zdrojov vody. Okrem
jedincov vyhradne saprofytickych, u ktorych bola si-
vislost s ochorenim ¢loveka potvrdend len vynimocne
(M. gastri, M. gordonae, M. flavescens, M. nonchromo-
genicum, M. terrae, M. triviale), boli z vody Casto izo-
lované aj potencidlne patogénne mykobaktérie, ktoré
moZu za urcitych, doposial nie celkom objasnenych
podmienok, infikoval ¢loveka a vyvolat u neho patolo-
gicko-morfologické zmeny. K takymto mykobaktéridam
patria napriklad M. kansasii, M. xenopi, MAI complex,
M. fortuitum a M. chelonae (Sneath, 1986).

Podmieneéne patogénne mykobaktérie, izolované
z vody mozu vyznamnou mierou ovplyvnit a kompli-
kovat intravitalnu diagnostiku aj inych ochoreni, ako je
to zrejmé z prace Grahama a1 (1988). V tejto praci
sa autori zamerali na vySetrenie vody pouzivanej k pri-
prave roztoku fenolovej cervene pre kultivaéné vysel-
renie vzoriek moca. VySetrenim tejto vody zistili, Ze
bola zdrojom mykobaktérii komplexu MA/. Pouzitim
takto kontaminovanej vody dochadzalo pri mikrosko-
pickom vySetreni vzorick moca k falo&ne pozitivnym
vysledkom. Na odstranenie tohto nedostatku citovani
autori odporucili nahradit autoklavovanie vodovodnej
vody jej filtraciou.

Podmienecne patogénne mykobaktérie sa izolovali
aj v chovoch hospodarskych zvierat, predovietkym
z vyrovnavacich nadrzi napajacicho systému umiestne-
nych v mastalnom prostredi. Toto viedlo ku kontaminacii
vody a naslednému vyskytu neSpecifickych reakceii v cho-
voch hospodarskych zvierat. pripadne zvierat chovanych
v zoologickych zihradiach (Pavlas ai., 1991).

Slosarek a Janota (1990) overovali aé¢innost
vodarenského Cistenia pitnej vody formou modelovych
pokusov. K pokusom pouzili M. fortuitum, M. gordo-
nae, M. kansasii a M. xenopi, ktoré sa v pitnej vode
najcastejSie vyskytuji. Zistili, ze po cireni vody chlo-
ridom Zelezitym a siranom hlinitym, sedimenticii a na-
slednom prietoku vody cez pieskovy filter ostali vietky
vzorky bez mykobaktérii. Na ziklade tychto vysledkov
sa autori domnievaja, ze Casty vyskyt roznych druhov
mykobaktérii v pitnej vode je sposobeny pravdepodob-
ne kolonizaciou vodovodnych rozvodov.

Aj napriek veterinarnym predpisom na napajanie
hospodarskych zvierat pitnou vodou, sa ¢asto v praxi
stretdvame s pouzivanim povrchovej vody na tento
ucel. Taktiez aj na mnohych novovznikajucich past-
vindch maji zvieratd volny pristup k réznym zdrojom
povrchovej vody (potoky, kandly, kaluze a dalSie).
S ohladom na casty vyskyt podmienecne patogénnych
mykobaktérii v tychto vodnych zdrojoch je mozné oca-
kavat ich zvySeny negativny vplyv na zdravotny stav
zvierat.

Za dalSie vyznamné zdroje podmienetne patogén-
nych mykobaktérii je mozné povazovat nielen povr-
chovii neupravent vodu pouzivani pre napdjacie ucely
zvierat, ale tiez vodu pouzivanu k priprave krmiva
(Pavlas ai., 1991).



. Vyskyt mykobaktérii v roznych vodnych zdrojoch — Occurrence of mycobacteria in water

Autori — Authors

Druh vodného zdroja

Types of water source

Calle a 1. (1988)
Carson a i. (1978)

Du Moulin a i. (1988)
Eilertsen (1969)
Engel a i. (1980)

Gangadharam a i. (1979)
George a 1. (1980)

Goslee a Wolinsky (1976)

Graham a 1. (1988)

Haas a Faual (1990)
Hanzlikovi a Vilimek (1992)
Havelaar a 1. (1985)

Horik a 1. (1986)
Ichiyama a 1. (1988)

Kaustova a i. (1981)

Kubin (1975 a 1979)

Leite a i (1988)

Masaki a 1. (1981)
McSwiggan a Collins (1974)
Pattyn a i. (1971)

Pavlas a i. (1991)

Pavlik (1992)

Pelletier a 1. (1988)
Reznikov a 1. (1971)

Saito a Tsukamura (1976)
Scarlata a 1. (1985)
Showalter a Wolinsky (1974)

Singer a Rodda (1965)

Stejskal a Burjanovi (1986)
Stine (1987)
Slosarek a i. (1987)

Svorcova a Slosérek (1984)

Tuffley a Holbeche (1980)
Wells a i (1990)
Wendt a i. (1980)

pitni voda

destilovand voda
nemocnicnd pitnd voda
voda kupalisk

vodovodni voda: kuchynsky drez, pieskovy
filter rezervodra, hlavny rozvod

vodovodni voda
voda plazi, riek, ocednov, rybnikov a jazier

voda z domicnosti, z laboratorii; pitna voda
z verejnych vodovodov, pramenov, studni,
rezervodrov; voda z fontan, jazier, riek,
rybnikov, plazi, akvirii, zoologickych zihrad.
vyrobnikov Tadu, kipalisk a snchu

deionizovana vodovodna voda, vodovodna voda
z0 Styroch nemocni¢nych oddeleni

rybni¢nd, zavlaZovacia a pitna voda
voda na napdjanie zvierat

vodovodni voda; voda bazénov v hoteloch,
rekreaénych parkoch, kempingoch, saunich
a fitnes kluboch

vodovodna voda
riecna voda

vodné zasobovacie systémy uholnych bani,
mestské vodovodné rozvody

zdroje uzitkovej vody v Karvinej

voda kupalisk

odpadovi voda z chovov prasiat
nemocnicny vodovodny systém

voda akvirii a vodnych nadrZi

voda na napdjanie zvierat (potrubic)
voda na napdjanie dobytka, oviec a antilop
mestské vodovodné zasobovanie
odpadova voda (chov prasiat-podsticlka)
verejné kupele

vodovodna voda

mestské vodovodné zisobovanie, studne,
nidrze, fontiny s pitnou vodou, vyrobnik ladu,
rezervodr, jazero Erie, malé jezerd a ricky.
Kupaliskd, sneh, akvina a rybniky v ZOO

voda kupalisk. zdtok a plazi. blato, voda nadrzi
na dazdovu vodu, verejné vodovodné
zasobovanie

pitni voda
detonizovanid vodovodna voda

odpadova voda z mechanicko-biologicke)
¢istiarne odpadovych vod

teplé a studené kipelné bazény s upravovanou
vodou

dazdova voda, voda riecnych nadrzi
bazén na predvadzanie tulenov

riecna, dazdova a pitnd voda, aerosol

drinking water
distilled water

hospital drinking water
water from beaches

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

tap water

water of beaches, rivers, oceans, ponds and
lakes

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

deionized tap water, tap water from four
hospital wards

pond, irrigation, drinking water
feed water

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

tap water
river water

water supplying systems of coal mines, city
waler pipings

source of utility water at Karvina
water of swimming pools

waste water from pig rearings
hospital water piping system

water of aquaria and water reservoirs
feed water (piping) of livestock

feed water for cattle. sheep and antilopa
city water supply

wastewater (pig rearing-litter)

public baths

tap water

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

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

drinking water

deionized tap water

wastewater from mechanico-biological
treatment plant

warm and cold bathing pools with treated water

rainwater. water of river reservoirs
tank for showing of scals

river, rain and drinking water, aerosol
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Il Pomerne zastupenie mykobakteridalnych druhov izolovanych z vody - Species and proportional representation of mycobacterial species

solated from water

Autori - Authors

Druh mykobaktérii = Mycobactenal
species

Pomerné zastupenie druhu (%) -
Proportional representation of species (%)

Dimov a Gonzales (1986) M. fortuitum 18,2
M. gordonae 66.6

Mycobacterium spp. 6,1

M. triviale 6.1

neuréené' 3.0

Goslee a Wolinsky (1976) M. fortuitum | 18.3
M. fortuttum 2 6,9

M. gordonae 39.6

MAIS 233

M. gastri 1.5

M. terrae complex® 6.9

neuréenc' 3.5

Havelaar a 1. (1985) M. kansasii 08
M. gordonae 52.1

skupina I podla Runyona 5.1

M. avium. 4.2

skupmna [11 podla Runyona 129

M. fortuitum Kkomplex 4.8

skupina IV podla Runyona 20,1

Leite a1, (1988) M. gordonae 375
M. chelonae 20.8

M. marinum 4.2

Mycobactertum spp. 4.2

MAI 4.2

neurcene' 29,1

Medek a1 (1979) M. kansasii 7.0
skupina 11 podla Runyona® 48.3

skupina 111 podfa Runyona* 14.1

skupina IV podla Runyona® 27

neurcene' 35

Pavlas a 1. (1991) M. intracellulare 28.9
M. terrae 4.4

M. kansasii 4.4

M. gordonae 23

neuréenc! 60,0

Scarlata a i. (1985) M. gordonae 727
Mycobacteriun spp 16.3

MAIS 54

M. fortimum 3.6

neurcené' 2,0

Showalter a Wolinsky (1974) M. fortuitum 62,7
M. terrae-triviale 28

M. gastri 0.7

MAI 2.8

Mycobacterium spp. 49

M. gordonae 26.1

Singer a Rodda (1965) M. fortuitum 10.7
M. intracellulare 12.5

skupina IV podla Runyona® 8.9

pomaly rastice Mycobacterium spp. 67.9
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Pokratovanie tab. I - Continuation of Tab. II

Autori — Authors :
species

Druh mykobaktérii — Mycobacterial

Pomerné zastipenie drubu (%) -
Proportional representation of species (%)

Svorcovi a Slosarek (1984) M. fortitum

M. chelonae

MAIS

M. flavescens
M. gordonae

M. smegmatis

M. terrae

neuréené'

24,5
6.6
8.8
8l
73
28
0.6

443

2 3 3 4 5 0 :
"undetermined. *M. terrae complex, “group Il after Runyon, “group I after Runyon. “group IV after Runyon, “slowly growing Myvcobacterium

Spp

2.1.1. Izolicia zo vzoriek vod bazénov, kapalisk
a kapel'ov

Zvyseny vyskyt mykobaktérii vo vodach kapelnych
a rehabilitaénych bazénov bol zaznamenany nielen
v poslednom obdobi. Mykobaktérie sa izolovali aj
z upravovanych vod s obsahom volného chloru
0,5mg/l Svorcova a Slosarek, 1984).

K zavaznym zaverom dospel Eilertsen (1969),
ktory zistil, Zze ani normalne chlorovanie kuapalisk ne-
zabranuje infekciam ludi, pretoZze mykobaktérie su voci
chloru znacne rezistentné.

2.1.2. Izolicia zo vzoriek povrchovej vody

Voda je prirodzenym zdrojom mykobaktérii. Z vod
raSelinisk sa opakovanc izolovalo M. intracellulare sé-
rotypu 8 (Kazda, 1973a, b). TieZ si zname izoldcie
7 inych povrchovych zdrojov vody ako je uvedené
v tab. I. Pravdepodobne povrchova voda hra v cirkula-
cii mykobaktérii vo vonkajSom prostredi najvyznam-
nejSiu dlohu, pretoze mykobaktérie boli izolované
z roznych druhov a typov povrchovych vod vySetre-
nych v roznych laboratériach sveta.

2.1.3. Izoldcia zo vzoriek odpadovych véd

Mykobaktérie sa opakovane izolovali tieZ zo sedi-
mentu odpadovych vod, ktory je vzhladom na obsah
velkého mnoZstva Zivin vhodnym substritom pre ich
prezivanie a mnoZenic (Beerwerth a Kessel,
1976b; Brooks ai., 1984a, b). Tito autori odhaduju,
7e pocty zarodkov v 1 g sedimentu sa pohybuji v roz-
medzi 10 x 10%az 10 x 10° mykobakteridlnych buniek.
V3eobecne sa predpoklada, Zze mykobaktérie su prirod-
zenou sucastou ckosystému a podielaji sa na minerali-
zdcii biologickych odpadov.

2.1.4. Izolacia zo vzoriek aerosélu morskej a uZitkovej
vody
Wendt ai. (1980) vykonali v USA rozsiahlu epi-

demiologicku Stadiu v ludskej populacii pomocou aler-
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gického vySetrenia. Touto Stadiou sledovali zavislost
medzi vdychovanim aeros6lu obsahujiceho mykobak-
térie a moznostou vyskytu tuberkulinovych alergic-
kych reakcii u ludi v oblastiach vzdialenych nickolko
kilometrov od pobrezia ocednu. Statisticky potvrdili, Ze
u ludi Zijucich prave v tychto primorskych oblastiach
bolo viac tuberkulinovych alergickych reakcii. Mode-
lové pokusy na mySiach, morcatach a pod. neskor po-
tvrdili moZnost prenosu mykobaktérii aerosélom.

Na zdklade opakovanych izolacii M. kansasi zo
zdrojov uzitkovej vody pouzivanej na pracoviskach
s vyskytom manifestnych ochoreni vyvolanych tymto
druhom sa predpoklada prenos infekeie inhaldciou in-
fekcneho aerosolu (Pelikan ai, 1973; Symon ai,
1975; Kubin, 1979).

2.2. Vyskyt mykobaktérii v lesnej a ornej pode, pode
lik a pastvin

ZloZenie zivin obsiahnutych v pode ma rozhodujici
vplyv na zastipenie jednotlivych druhov mykobaktérii
v tomto rastovom substrate (tab. III). Podla Beer-
wertha a Kessela (1976b) prevladali v orncj
pode druhy M. terrae. M. nonchromogenicum a M. tri-
viale. Naproti tomu v pade lak, pastvin a lesov zazna-
menali vy§Sie uvedeni autori predovietkym vyskyt M.
gordonae, M. scrofulaceum a dalsie.

V biologicky aktivnej vrstve pody sa mykobaktérie
Casto zistuji uZz pri mikroskopickom vySetreni. Beer-
werth a Kessel (1976b) odhaduji mnozstvo my-
kobakteridlnych buniek v | g pddy v rozpiti 10 x 102
az 10 x 10°.

Poda, podobne ako odpadové vody sa moze konta-
minovat vysoko $pecializovanymi patogénnymi myko-
bakterialnymi druhmi (M. ruberculosis, M. bovis,
M. paratuberculosis) prostrednictvom vykalov zvierat
a stolice Tudi. Autori Beerwerth a Kessel
(1976b) vo svojej praci vyslovili zaujimavy ndzor, Ze
aj napriek tomu, Ze tieto druhy mykobaktérii vyZaduja
pre svoj rast a mnoZenie teploty okolo 37 °C, nie je ich
dokaz v pode alebo sedimentoch odpadovych vod déle-
zity z epidemiologického a epizootologického hladis-
ka. Je to sposobené tym, Ze v tychto substratoch oby-
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11, Izoldcia mykobaktérii z pody

Isolation of mycobacteria from soil

Autori — Authors VysSetreni poda

Druh mykobaktérii -

Tested:soil Mycobacterial species

Beerwerth a Schirrmann (1969) poda lesna
poda luk a pastvin

poda orna

podda zavlazovana

forest soil 11 az IV skupina podla Runyona'

soil of meadows

) 11 az IV skupina podla Runyona'
and pastures :

arable land 11 az 1V skupina podla Runyona'

irrigated soil 11 az 1V skupina podla Runyona'

Beerwerth a Kessel (1976b) poda lesni
poda lik a pastvin

poda orni

forest soil 11 az IV skupina podla Runyona'

soil of meadows

and pastures 11 az 1V skupina podla Runyona

arable land 11 a2 IV skupina podla Runyona'

Brooks a 1. (1984a, b) okohe riek

surroundings of rivers MAIS

Costallat a i. (1977) vybehy pre prasce

okolné priestory

pig-runs MAIS (21 izolatov) M. rerrae?

ambient areas MAIS (14 izoldtov) M. terrae?

Dimov a Gonzales (1986) poda pastvin

M. terrae, M. fortuitum, M.

grassland soil 3
& phlei, M. gordonae

Hanzlikovi a Vilimek (1992) zemina

carth atypické mykobakiérie®

Ichyiama a i. (1988) pdda, blato, odpady

soil, mud, wastes MAIS

Masaki a i. (1981 a 1989) poda v okoli chovov prasiat

soil nearby pig rearings M. intracellulare (4,6,8)

Pavlas a 1. (1991) hlina z vybehov prasiat

carth from pig-runs neuréené?

Pavlik (1992) poda z vybehov pre dobytok

pdda z vybehov oviec

soil from cattle-runs M. triviale

soil from sheep-runs M. terrae

Prosser (1989) farma jelefiov

deer-farm MAIS

Reznikov a Dawson (1980) poda

M. intracellulare
(7.12.14.18.19), M. scrofulaceum
(43)

soil

Reznikov a i. (1971) poda v okoli chovov ofipanych

soil nearby pig-rearings M. intracellulare (6)

Wolinsky a Rynearson (1968) poda orni, blato, il

MAIS, M. kansasii, M. fortuitum,

arable land. mud, clay
M. smegmatis

skupina 11 a 11 podla Runyona®

1 3 2 : 3 ) i s
groups Il to IV after Runyon, "MAIS (21 isolates) M. terrae, (14 isolates) M. terrae, “atypical mycobacteria, “undetermined, “groups 1l and

I after Runyon

Cajne teplota nedosahuje 37 °C. S tymto nazorom vSak
nesthlasi cely rad autorov pracujicich v humannej ale-
bo veterinarnej mykobakteriologii (Chiodini a i,
1984; Chiodini, 1989), ktori povazuju cirkuliciu
napr. M. paratuberculosis vo vonkajsom prostredi za
epizootologicky a epidemiologicky zasadna.
Vzhladom na znacne dlhy Cas prezivania mykobak-
térii v pdde je potrebné pre oSipané odporucit spevne-
né, lahko cistiteIné vybehy s vylacenim pilin a nevhod-
ne skladovanej slamy ako steliva (Pavlas ai, 1991).

2.3. Vyskyt mykobaktérii vo sfagnoch raselinisk

Sfagny raselinisk su jednym z najvhodnejsich bioto-
pov pre rast mykobaktérii. Ide o tzv. extrémne biotopy,
ktoré si povazované za chudobné na ziviny. Trvalo
preto dlhSie, nez mikrobiolégovia akceptovali moZnost
pomnozovania mykobaktérii v tomto zdanlivo nepriaz-
nivom prostredi. Mykobaktérie st povazované za velmi
narocné mikroorganizmy, pri¢om pri detailnej analyze
sa ukazalo, Ze prave tieto Specialne podmienky vo sfag-
noch su velmi priaznivé pre ich mnoZzenie.

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

Pri pokusoch so vzorkami roznych druhov vod bolo
zistené, Ze voda pochidzajica z raSelinisk vykazovala
pomnozZenie M. intracellulare sérotyp 8 a M. avium se-
rotyp 2. Pritom sa povodnd koncentricia ostatnych bak-
térii znizila (Kazda, 1973a, b). Z vegetacie raseli-
nisk, ktoru tvoria prevazne sfagny, sa potom podarilo po
prvykrit v roku 1977 izoloval mykobaktéric a objasnit
podmienky umoziujuce ich rast (Kazda. 1977).

Na rozdiel od ostatnych rastlin sfagnom chybaju
vnitorné Kapildrne priestory, ktoré su potrebné pre cir-
kuldciu Zivin. Rastova aktivna povrchova vrstva sfag-
novej vegetacie je zasobovana Zivinami, ktoré pradia
po stendch stonky. Pri raste sa tvori kazdy rok nova
povrchova vrstva, tzv. ,zelena vrstva“. Pod povrchom
tak vznika z nedostatku chlorofylovej syntézy tzv. ,Se-
da vrstva®, kde zacina tvorba raseliny. Cinnostou ples-
ni, predovietkym plesni z rodu Penicillium, dochiddza
k rozkladu sfagna a k uvolfiovaniu aminokyselin a uh-
Tohydratov. Medzi nimi sa nachadzaja asparagin, glu-
tamin a glukéza, zliceniny, ktoré si zniame ako zdroje
dusika a uhlika v syntetickych podach pre kultiviciu
mykobaktérii (Black ai., 1955; Kazda, 1983).
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IV. Vyskyt mykobaktérii v doposial vy3etrenych sfagnoch radelinisk — Occurrence of mycobacteria in tested sphagna of peat bogs till now

eaina: povod’ Potet vvietrenych? 1zolicia lll;\"k()hnklérll'5
biotopov? vzoriek* (%)
Nemecko - Germany 9 217 45.2
Svédsko — Sweden 2 310 319
Norsko — Norway 15 192 34.4
Francizsko - France 2 30 66.6
Velka Britdnia — Great Britain 4 32 344
USA 6 29 345
Kolumbia ~ Columbia 2 32 40.6
Novy Zéland - New Zealand 32 54 77.8
Madagaskar - Madagascar 5 18 55.5
[rska republika - Irish Republic 3 19 79.0
Ceska republika - Czech Republic 6 18 55.5
Celkom — Total 86 951 41.2

P | s 4 s. A "
lcoun(ry of origin, “number of tested, “biotops, “samples, “isolation of mycobacteria

V bunkach sfagna sa nachadza tiez menic i6nov, ktory
okysluje prostredie. V zelenej vrstve dosahuju hodnoty
pH 2,0 az 2,5, ¢im sa zabrani kolonizdcii ako vysSich
rastlin, tak aj vicSiny mikroorganizmov. V Sedej vrst-
ve, nachadzajicej sa niekolko c¢cm pod povrchom, je
viak okyslenie niZie, dosahujice hodnot pH 4,5 az 5,0.
Vicsina mykobaktérii je schopna rast za tychto pod-
mienok, zatial o rast dalSich baktérii je obmedzovany.
Akumuldcia slne¢ného Ziarenia zvySuje teplotu 3edej
vistvy o 15 az 20 °C v porovnani s okolitou teplotou
(Rudolph, 1964). Mykobaktérie vyuzivaji Zziviny,
pradiace na povrchu Sedej vrstvy sfagna. Akumulované
slnecné teplo vytvara podmienky prirodzeného inkuba-
tora pre mezofilné mykohakléric. ktoré tu dosahuju
koncentraciu 10°az 107 na 1 ¢ hmoty sfagna. V dosled-
ku priameho styku sfagnovej vegatacie raelinisk s vo-
dou, prechadzaju mykobaktérie vo velkom mnozstve
do povrchovych vod a si prenasané na velké vzdiale-
nosti (Kazda, 1977; Miiller ai, 1980; Irgens
ai., 1981).

Doposial bolo vySetrenych 86 sfagnovych raselinisk
na Styroch kontinentoch, pricom mykobaktérie boli zis-
tené vo vsetkych tychto biotopoch. Z 951 odobratych
vzoriek bolo v priemere 41,2 % pozitivnych (tab. IV).
Najvyssi vyskyt bol zaznamenany v Irsku (79,0 %)
a na Novom Zélande (77,8 %). Ale aj v Sumavskom
narodnom parku boli mykobaktérie pritomné v 55,5 %
odobratych vzorieck (Kazda a i, 1989; Kazda,
1997). Doposial bolo zo sfagna izolovanych 26 druhov
mykobaktérii vratane piatich novych druhov, o je viac
ako jedna tretina vietkych doposial popisanych druhov
rodu Mycobacterium (tab. V).

Vedla saprofytickych druhov, ako je napr. M. sphag-
ni, ktoré je pokladané za stileho obyvatela sfagnovej
vegetacie, bola izolovana cela rada podmienecne pato-
génnych druhov mykobaktérii M iller a Kazda,
1987). V poslednom case sa podarilo zo sfagnovej ve-
getacie na Madagaskare izoloval patogénne druhy
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M. simiae a M. avium (Schroder a 1., 1992). Ako
bolo uvedené v kapitole o neSpecifickych tuberkulino-
vych alergickych reakcidach, mozu obsahoval nielen
sfagny raSelinisk ale aj ostatné machy (bryofyta) my-
kobaktérie, ktoré mozu sposobovat tieto reakcie (Kaz-
da a Cook, 1988; Cooney ai., 1997).

2.4. Vyskyt mykobaktérii v prachu

Rozne druhy mykobaktérii boli izolované tiez z pra-
chu domacnosti (Dawson, 1971; Reznikov
a Dawson, 1971; Reznikov ai, 1971; Tsu-
kamura a i, 1974, 1984, 1988; Ichyiama a i,
1988). Aj naprick tomu, Ze toto prostredie nevytvira
idedlne podmienky pre ich mnoZenie, v tab. VI je uve-
dené ako ich druhové zloZenie, tak aj percentudlne za-
stupenie. Z hladiska epidemiologického je zdvazna
predovSetkym izolacia mykobakterialnych druhov, kto-
ré sa mozu uplatnit ako etiologicky agens pri ochore-

V. Druhy mykobaktérii izolované zo sfagnovej vegeticie - Myco-
bacterial species isolated from sphagnum vegetation

1. M. sphagni 14 M. gadium

2 M. fortuitum 15 M. neoaurum

3 M. komossense 16. M. smegmatis
4. M. fluvescens 17 M. diernhoferi

5 M. chelonue 18. M. cookit

6. M. gordonae 19 M. avium

Az M. thermoresistible 20. M. scrofulaceum
8. M. gilvum 21 M. gastri

9 M. vbuense 22 M. aurum

10. M. aichiense 23, M. madagascariense
. M. xenopi 24. M. simiue

12 M. vaccae 25. M. chubuense
13. M. szulgai 26. M. hiberniae
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VI. Mykobaktérie izolované z prachu domacnosti — Species composition of mycobacteria isolated from dust of households

A <At Druh mykot_)aklérii = Pocet kmefiov - Zasmpcmc_(%) -
Mycobacterial species Number of strains Representation (%)
Ichiyama a i. (1988) MAI 119 68,0
M. scrofuluceum 19 11,0
neuréené' 37 21,0
Tsukamura a i. (1974) M. scrofulaceum | 0,5
M. intracellulare | 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 S 2,6
M. chelonae 2 1.0
M. agri I 0.5
M. terrae 2 1.6
ostatné’ 19 9.4
Tsukamura a 1. (1984) MAI 3 28
M. nonchromogenicum 2 19
M. terrue 1 0.9
M. gordonae 2 159
M. flavescens 4 3.7
M. thermoresistibile 44 41,1
M. pulveris 20 18,7
neurdené! 31 29,0

1 2
undetermined. “others

niach Tudi. Udaje st vyznamné aj z pohladu si¢asného
imunologického profilu populacie Iudi. Podla posled-
nych adajov viac ako 50 % pacientov s AIDS umiera
na mykobakteridlne infekcie, ktorych zdroj sa neda vo
vicsine pripadov odhalit (Falkinham III, 1996).

V dostupnej literatire nie si zmienky o podobne;j
$tadii v chovoch zvierat. Analogicky sa da predpokla-
dat, Ze u zvierat prach, predovietkym z mastalného
prostredia, mdZe byl zdrojom infekcie spdsobujicej
ochorenie. Mykobaktérie pritomné v prachu méZu byt
tiez pricinou neSpecifickych tuberkulinovych alergic-
kych reakcii pri intravitdlnej diagnostike.

2.5. Vyskyt mykobaktérii v ovoci a zelenine

Podla nazoru niektorych odbornikov (Rhein-
wald, 1972 a dalsi) sa mykobaktérie z pody do rastlin
transportuji osmotickym tlakom cez korefiovy systém
rastlin. K tomuto nazoru sa na ziaklade svojich zisteni
priklafiaji aj Nassal ai. (1974), ked dokazali pri-
tomnost mykobaktérii v duZnine zemiakov a redkoviek.
Experimentilne tieto predpoklady potvrdili svojimi po-
kusmi na Zihlave (Urtica colous) autori Kauker
a Rheinwald (1972), ktori overovali prenikanie
mykobaktérii kapildrnou sietou do zmienenej rastliny.

Na ziklade vy§Sie uvedenych pozorovani sa autori
Nassal ai. (1974) zamerali na sledovanie vyskytu
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mykobaktérii v ovoci a zelenine a na vyznam umyva-
nia potravin pred poZitim. Z vysledkov vyplynulo, Ze
pri vSetkych paralelne vySetrenych vzorkich ovocia
a zeleniny pred a po umyti sa zistila zhodna pozitivita.
Av3ak po umyti sa izoloval vyrazne mensi pocet kolo-
nii. Z toho vyplyva, Ze povrchova kontaminéacia ovocia
a zeleniny mdZe vzniknit usadzovanim kontaminova-
ného prachu, pripadne striekajicou vodou pri polievani
rastlin alebo dazdi.

2.6 Vyskyt mykobaktérii v obili a jeho produktoch
Prehladne sa vysledky kultivatného vySetrenia vzoriek
obilia a jeho produktov spracované v tab. VII a VIIL
Autori Nassal a i. (1974) vySetrovali produkty
vyribané z obilia, nakipené v réznych pekarstvach
mesta Heidelberg (ovsenné vlogky, $rot, mika a dalSie).
V Ziadnej zo 40 vySetrenych vzoriek nezistili pritom-
nost mykobaktérii. Beerwerth a Schiirmann
(1969) izolovali mykobaktérie v 3,6 % zo 111 vzoriek
vy$etreného nezrelého obilia a v 3,3 % zo 400 vzoriek
jadrového krmiva predavaného farmarom. Tento rela-
tivne nizky zachyt je vysSie uvedenymi autormi vysvet-
lovany vzdialenostou klasu od pddy, ktord je vo vacsi-
ne pripadov viac ako 1 meter. Tym sa zdroven zamedzi
kontaminacii povrchu obilnych klasov Casticami pody
s obsahom mykobaktérii. Preto sa mykobaktérie v daleko
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VII. Izolacia mykobaktérii z krmiv ~ Isolation of mycobacteria from feedstuffs

Autori - Authors

Druh krmiva

Type of feedstuff

Druh mykobaktérii -
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 1V podla Runyona'

Hanzlikova a Vilimek (1992)

kifmna zmes, seno

feed mixture, hay

atypické mykobaktérie?

Hejlicek a i. (1982)

granule pod zasobnikom, siliz
z vniitra a z povrchu siliZnej
Jjamy

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

M. terrae

Pavlas a i. (1991)

seno a zelené dsusky

kfmna zmes a jej komponenty

krmivo z potrubia pre oSipané

sildz a sendz

hay and green dried feedstuffs

feed mixture and its
components

feed from piping for pigs

ensilage and haylage

M. avium, M. terrae

M. terrue a neklasifikované
mykobaktérie®

M. intracellulare

M. terrae

Pavlas a Patlokova (1985) seno hay M. terrae, M. gordonae
slama straw M. terrae, M. gordonae, M.
triviale. M. flavescens
Pavlik (1992) silaz ensilage M. terrae, skupina 111 podla
Runyona*, neuréené®
slama straw M. avium (1)

Prosser (1989)

silaz pre jelene

ensilage for deer

M. chelonae

o 2 . . k) . . . ) .
Igmup IV after Runyon, “atypical mycobacteria, “non-classified mycobacteria, Jgroup [T after Runyon, “undetermined

VIIL Zachytnost mykobaktérii z krmiva - Trapping ratio of mycobacteria from feed

Pocet vySetrenych | Izolace -

Autori — Authors Druh vy3etreného materidlu Type of tested material vzorick = Number | Isolation
of tested samples (%)
Beerwerth a Kessel (1976b) jadrové krmivo concentrate St 33
zelené (objemové) krmivo green (bulk) feed 221 30,3
surové mlieko fresh, raw milk 1 764 79
Beerwerth a Schirrmann (1969) | zelené krmivo green feed 221 30.3
nezrelé obilie unripened corn 1 3.6
Jjadrové zmesi concentrate mixtures 400 3:3
zelené krmivo z pastvin green feed from pastures 120 40.0
zelené krmivo z lik green feed from meadows 55 12,7
okopaniny TOW Crops 46 26,1
Dimov a Gonzales (1986) zelené krmivo row crops 94 42,5
Jjadrové krmivo green feed 94 9.6
Hanzlikova a Vilimek (1992) kfmna zmes concentrate 27 37
seno feed mixture 16 12,5
slama hay 12 25,0
Hejlicek a 1. (1982) silaz straw 6 333
sendz ensilage 6 0.0
granule pod zdsobnikom granules under container 3 333
Pavlas a i. (1991) krmivové potrubie pre ofipané feed piping for pigs 14 14,2
seno, zelené asusky hay. green dried feedstuffs 10 0.0
kfmna 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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vicSe) miere zisluju v zelenom krmive, ktoré sa kosi
v bezprostrednej blizkosti pody.

Vyskytu mykobaktérii v komponentoch pouziva-
nych pre pripravu kimnych zmesi pre oSipané sa veno-
vali Pavlas ai. (1991), ako je zrejmé z tab. VII
a VIII. Autori v tejto praci upozoriuji na skutocnost.
ze mnozstvo mykobaktérii v kfmnych zmesiach moze
byt velmi nizke a z hladiska moZnosti vzniku patolo-
gicko-morfologickych zmien v mezenteridlnych lymfa-
tickych uzlinach osipanych je podprahové. K uvedenej
situdcii dochadza najma pri nevhodnej manipuldcii
a uskladneni krmiva, ako je napriklad kontinualne do-
pliovanie kimnych zmesi do zasobnikov krmiva. Ob-
zvIast kritickym v tomto smere je obdobie letnych me-
siacov, kedy v désledku zvySenej vlihkosti moze dojst
k pomnozeniu mykobaktérii s naslednym negativnym
vplyvom na zdravotny stav zvierat, predovietkym o8i-
panych. Na druhej strane vSak nesmieme zabudat na
moznost kontaminacie kimnych zmesi mykobaktériami
obsiahnutymi v truse volne Zijicich vtikov, v mastal-
nom prachu a v pripravovniach krmiva, pripadne inymi
Kontaminovanymi stic¢astami pouZivanymi na pripravu
krmiva pre zvicrata.

2.7. Vyskyt mykobaktérii v truse zvierat a stolici [udi

Je vSeobecne zname, Zze zvieratd prijimaju malé
mnozstva mykobaktérii roznymi cestami (kfmenie, na-
pajanie, vdychovanie prachu a pod.). V niektorych pri-
padoch byvaji mykobaktérie izolované z trusu vo vel-
kom mnozstve, preto sa nevylucuje moznost ich
pomnozovania priamo v ¢revnom trakte (tab. IX a X).

U ludi na rozdiel od zvierat (predovietkym od pre-
Zuvavcov) sa zistuje pritomnost mykobaktérii v stolici
celkom ojedinele (Damsker a Bottone, 1985).
Werner-Schieck (1970), Nassal a Wer-
ner-Schieck (1970) nezistili v 520 vySetrenych
vzorkach stolice ludi Ziadne mykobaktérie. Vysvetlenie
treba hladat predovietkym v rozdielnom zloZeni potra-
vy. Hlavné rozdiely su v pomernom zastapeni surovej
potravy rastlinného povodu a tiez v tom, Ze ¢lovek pri-

jima tato rastlinnti potravu vyhradne umyti. Zvierata
naopak prijimaji nepomerne vicsie mnoZstvo rastlin-
nej potravy, ktora je vo vicSine pripadov kontaminova-
nd zeminou (Nassal ai., 1974).

Autori Beerwerth a Kessel (1976a) sa
v rozsiahlej $tadii venovali sledovaniu vyskytu myko-
baktérii v truse vtakov. Na zdklade systematického vy-
Setrenia nickolko sto vzoriek zistili, Ze aj klinicky zdra-
vi vtaci bez patologicko-morfologickych zmien
v organoch mozu byt Siritelmi nielen kmenov M. avium
(sérotyp 2 a 3), M. intracellulare, ale aj inych druhov
mykobaktérii (tab. IX a X). Preto je nutné chranit cho-
vy zvierat pred kontaminaciou trusom volne Zijucich
a domdcich vtikov (Pavlas ai., 1991).

2.8. Vyskyt mykobaktérii vo vzorkach sena a slamy

Aj naprick poznatkom o priaznivom uc¢inku slnec¢né-
ho Zziarenia na ni¢enie mykobaktérii, nie je ojedinela
ich izoldcia zo vzoriek sena, pripadne slamy (tab. VII
a VIII). Pavlas a Patlokova (1985) izolovali
zo vzoriek sena a slamy druhy M. terrae, M. gordonae,
M. triviale, M. flavescens a M. intracellulare. Pricin
moze byl niekolko. V prvom rade je to kontaminacia
zmienen¢ho materidlu pddou a ¢iastockami prachu
v priebehu zberu. K dodato¢nej kontaminacii sena
a slamy dochadza pri transporte, uskladneni a dalSej
manipulacii. Ako vidiet z tab. VIII pri nevhodnom
uskladneni sena a slamy moze byt zachytnost myko-
baktérii az u 40 % vysetrenych vzoriek.

2.9. Vyskyt mykobaktérii vo vzorkich travy, silaze
a sendze

Na zaklade predoslych faktov o vyskyte mykobak-
térii v pdde nie je prekvapujica ani izolicia podmie-
necne patogénnych mykobaktérii z pokosenych zele-
nych objemovych krmiv (tab. VII a VIII). Z uvedenych
vysledkov je zreymé, Ze kvasné procesy pri fermenticii
zelene) hmoty nevplyvaji na vitalitu mykobaktérii.
Tento fakt je pravdepodobne spdsobeny acidoalkoholo-

IX. I1zolicia mykobaktérii z trusu zvierat a vtakov (prip. z ¢revnych obsahov) - Isolation of mycobacteria from faeces of ammals and birds

(eventually from intestinal content)

Autort — Authors Druh zvierata

Kind of animal

Mykobaktérie — Mycobacteria

Beerwerth a Kessel (1976a) volne Zijuce vtictvo

vtaci zo ZOO (Crevné
obsahy pitvanych vtikov)

free-living birds

birds from ZOO (intestinal
content of dissected animals)

M. avium(2,3), M. gordonae, M.
terrae, M. novum, M. triviale, M.
phlei, M. fortuitum, M. diernhoferi,
Mycobacterium sp

M. avium(2,3). M. gordonue

Pavlas a i. (1991) vtaci birds M. avium, M. terrae. neuréené'
hlodavci rodents M. intracellulare, M. terrae. neuréené'
osipané pigs M. intracellulare, neurcené'

Pavlik (1992) dobytok cattle M. avium(2), M. intracellulare(8),

skupina 111 podla Runyona®, neuréené!
ovee sheep M. intracellulare(8)

X >
'undetermined, “group Il after Runyon
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X. Zachytnost mykobaktérii z trusu zvierat a viikov (pripadne z ¢revného obsahu) - Trapping ratio of mycobacteria from faeces of animals

and birds (eventually from intestinal content)

Pocet vySetrenych | Pozitivne vzorky
Autori — Authors Druh vy3etreného materidlu | Type of tested material vzorieck — Number | (%) - Positive
of tested samples samples (%)
Beerwerth a Kessel volne Zijuce vtictvo free-living birds (warblers and 207 30.0
(1976a) (spevavé a vodné) v lete water birds) in summer - o
volne Zijice vtictvo free-living birds (warblers and
_ 2 5 ; 7 60 80.2
(spevavé a vodné) v zime water birds) in winter
obsahy ¢riev pitvanych intestinal content of dissected 108 39.8
vtikov zo ZOO birds from ZOO e
ob'sahy Criev pasicich sa lnl.csunal content of grazing 1 022 60.6
zvierat animals
trus vodnych vtikov droppings of water birds 61 295
Beerwerth a Schiirrmann trus ofipanych faeces of pigs 512 8.0
G
(1969) trus hydiny (velkochovy) droppings of poultry (big-scale 410 141
rearings) §
trus hydiny (malochovy) droppings of poultry (small-scale 419 45
rearings) .
trus dobytka, oviec a koni faeces of cattle, sheep and horses 603 70,5
Hejlicek a i. trus vtakov droppings of birds 6 0,0
2
(1982) obsahy Zalidkov a ¢riev stomachal and intestinal content
10 20.0
dobytka of cattle
Pavlas a i. (1991) hnojovica. trus o$ipanych liquid manure, facces of pigs 28 10.7
Sanchez a Rosell (1983) trus dobytka facces of cattle 635 88.0
Treml (1990) orgdny a obsahy Criev organs and intestinal content of 55
% % : 550 0,0
hydiny z velkochovov poultry from big-scale rearings
trus teliat faeces of calves from large-
z velkokapacitnych capacity calf-houses 2226 0.2
telatnikov

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

2.10. Vyskyt mykobaktérii vo vzorkach pilin, hoblin,
dreva a kory stromov

Pavlas ai (1991) pri porovnavani vysledkov zis-
kanych vySetrenim vzoriek vonkajSieho prostredia
a prostredia mastali v dvoch ¢asovych dsekoch 1978 az
1981 a 1988 az 1991 zistili, Ze piliny a voda z povr-
chovych zdrojov st najzavaznejS$imi zdrojmi podmie-
necne patogénnych mykobaktérii.

V poslednom obdobi sa v chovoch oSipanych zme-
nila epizootologicka situacia. Tato zmena suvisi s po-
uzitim novej technoldgie pri ich ustajneni, a to techno-
logie hlbokej podstielky. T4 so sebou priniesla aj
znacné problémy. Napriek skuto¢nosti, Ze tito techno-
légia je z ckologického hladiska 3etrnejia, ekonomic-
ky vyhodnejSia a pre oSipané prirodzenejsia, ekono-
mické straty pri predaji zvierat na bitinkoch su prili§
vysoké. Pri zisteni zmien v ¢revnych lymfatickych uz-
linach (kazedzne loziska roznej velkosti) je midso posu-
dené ako podmiene¢ne poZivatelné po tepelnej iprave
s naslednym finanénym dosahom na chovatela, ¢o
predstavuje zniZenie vykupnej ceny misa oSipanych
(Pavlas ai, 1991; Pavlik ai, 1995). Ako dalej
uvadzaji autori Zérawski ai. (1983) a Pavlas
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a 1. (1991), stelivovy systém s pouzitim pilin pri ne-
vhodnom uskladneni umoznuje Castejsi vyskyt pod-
mieneéne patogénnych mykobatérii v nadprahovych
hodnotich, ktoré ovplyviuji zdravotny stav zvierat,
predovsetkym oSipanych.

Sledovanim preZivania podmienecne patogénnych
mykobaktérii a ich spontannej devitalizacie v stelive sa
dospelo k tomuto zaveru: piliny vopred uloZené pocas
Styroch mesiacov vo vhodnom prostredi chranenom pred
dazdom a kontaminaciou volne Zijucimi zvieratami si
vhodnejsim stelivom v chovoch oSipanych v porovnani
s takto neoSetrenymi pilinami (Pavlas ai., 1991).

3. MNOZSTVO PODMIENECNE PATOGENNYCH
MYKOBAKTERIf VO VONKAJSOM PROSTREDI
A ICH PRIPADNE MNOZENIE

Zachytnost mykobaktérii z vonkajSicho prostredia je
prehladne zhrnuta v tab. XI. Vonkajsie prostredie sa
viak za uréitych podmienok mdZe stat vhodnym pre
mnoZenie podmienecne patogénnych mykobaktérii,
kedy im plne postacuji teploty nad 18 az 20 °C. Len
velmi mald skupina podmienecne patogénnych myko-
baktérii vyzaduje pre svoj rast teploty v relativne uz-
kom rozmedzi 30 az 35 °C (Beerwerth a Kes-
sel, 1976b).
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X1 Izolacia mykobaktérii z pilin a hoblin — Isolation of mycobacteria from sawdust and wood-shavings

Autori — Authors

Vysetreny materidl

Tested material

Druh mykobakterii - Mycobacterial
species

Beerwerth a Popp (1971)
Falkinham (1989)

Fodstad (1977)

Hanzlikova a Vilimek (1992)
Pavlas a Patlokova (1985)
Pavlas a i. (1991)

Reznikov a i. (1971)

Saitanu a Holmgaard (1977)
Songer a 1. (1980)
Uhlemann a 1. (1975)

Zorawski a i (1983)

piliny

piliny a hobliny
piliny

piliny

piliny a hobliny
piliny, hobliny
hlboki podstielka prasiat
cerstvé 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. intracellulare (4,6.8.9)

M. avium-intracellulare

skupina IV podla Runyona'

M. avium, atypické mykobaktérie?
MAIS, M. terrae, M. fortuitum
MAIS. M. terrue, neurcené’

M. avium-intracellulare (6)

M. avium-intracellulare

M. intracellulare (8)

M.
M
M

=

avium

=

intracellulare

=

intracellulare

. 2 . . 3 .
'gmup IV after Runyon, “atypical mycobacteria, "undetermined

3.1. Cirkulidcia podmienecne patogénnych mykobaktérii
vo vonkajSom prostredi

Mykobaktérie sa vyskytuji bud ako prirodzena su-
Cast ckosystému, ako uz bolo uvedené v predoslej casti,
alebo sa do prostredia dostavaju vplyvom ludskej cin-
nosti (Costallat ai, 1977, Masaki ai., 1989;
Pavlas ai, 1991: Pavlik, 1992). Zdrojom pod-
mienecne patogénnych mykobaktérii su predovietkym
exkrementy zvierat, okolie zdrojov odpadovych vod
predovietkym vo velkych mestskych aglomericiach,
odpadové vody v okoli drevarskych zavodov, sedimen-
ty v riecnych tokoch v okoli mliekarni, cukrovarov
a dalSich (Beerwerth a Schirmann, 1969;
Reznikov ai. 1971; Beerwerth, 1973; Gos-
lee a Wolinsky, 1976; George a i, 1980;
Masaki ai, 1981; Slosareck ai., 1987)

Z vod v okoli drevospracujacich podnikov sa izolo-
valo M. intracellulare (sérotyp 8), ktoré sa najCastejSie
zistuje pri vySetreni pilin. Takto kontaminovana rie¢na
voda s obsahom mykobaktérii po vypiti zvieratami
moZe vyvolal vznik rozsiahlych patologicko-morfolo-
gickych zmien v lymfatickych uzlinach, ktoré su spre-
vadzané tuberkulinovou alergickou reakciou.

Naopak, z odpadovych vod z nemocnic sa Castejsic
izolovalo M. tuberculosis. Pravdepodobnym zdrojom
tychto mykobaktérii bolo podla autorov Beerwert-
ha a Kessela (1976b) sputum, stolica a moc¢ cho-
rych pacientov.

Podobne aj nevhodne oSetrend podstielka (hobliny,
piliny) sa moze stal zdrojom podmienecne patogénnych
mykobaktérii (Pavlas ai., 1991).

O dalSej cirkuldcii mykobaktérii v prostredi a ich
posobeni na zivé organizmy sved¢ia napriklad patolo-
gicko-morfologické zmeny v lymfatickych uzlinach
oSipanych. PodmieneCne patogénne mykobaktérie sa
uplatnia negativne v tomto procese cirkuldcie bez toho,
aby bolo v silach chovatela alebo pracovnikov veteri-
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narnej sluzby odhalit zdroj nikazy a u¢inne zabranit
ich negativnemu posobeniu (tab. XII a XIII).

3.2. Vplyv substriatu na prezivanie mykobaktérii

7. hladiska vyskytu mykobaktérii vo vonkajfom
prostredi sa javi vplyv substratu na ich prezivanie do-
minantnym. Vo vicSine pripadov je prvotné mnozstvo
mykobaktérii kontaminujucich substrat velmi nizke.
Ich dalsi osud vo vonkajSom prostredi potom zivisi od
vhodnych podmienok. Bud' len na ich prezitie v pripa-
de, ze substrat predstavuje len transportné médium ale-
bo pre ich pomnozenie. Toto je zasadné v okamihu,
kedy substrat predstavuje hlavny zdroj pre makroorga-
nizmus, teda hostitela.

Nasleduje Cast zamerand predovsetkym na vyskyt
a prezivanic druhu M. avium, ktorému bola venovana
znacna pozornosl. Pavlas ai. (1991) pocas 18 me-
siacov sledovali prezivanie aviarnych kmenov v pro-
stredi hliny, v truse a pilinich v nativhom stave a ticz
po sterilizacii. Zistili, Ze najvhodnejsim prostredim pre
zachovanie Zivotaschopnosti M. avium bola nativna
alebo sterilizovand hlina. V3etky kmene M. avium
v hline prezivali pocas 12 mesiacov a 75 % kmenov si
udrzalo rastovi schopnost aj po 18 mesiacoch. Na roz-
diel od hliny, v pilinach a truse vicSina kmenov M.
avium prezivala len dva mesiace. Z vysledkov vyply-
nulo, Ze trus a piliny nie si vhodnym prostredim pre
prezivanie M. avium predovsetkym v letnom obdobi.

4. VPLYV MYKOBAKTERIf VYSKYTUJUCICH
SA VO VONKAJSOM PROSTREDI
NA ORGANIZMUS

Mykobaktérie vyskytujice sa vo vonkajSom prostre-
di maju velky vyznam hlavne pri infekénych ochore-

niach ludi a diferencidlnej diagnostike mykobakteridl-
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" XII Izolicia mykobaktérii z madtalného prostredia — Isolation of mycobacteria from stables

Autori — Authors Vy3etreny material

Tested material

Druh mykobakterii — Mycobacterial
species

Beerwerth a Kesel (1976a) poda vo voliérach vtakov

(krmidla)

soil in aviaries of birds (bird
tables)

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

Hanzlikova a Vilimek (1992) podstielka, slama, zemina

litter, straw, earth

atypické mykobaktérie!

Hejlicek a i. (1982) zoSkraby z mastali

smears from stables

M. terrae

Masaki a i. (1981) podstielka pre olipané

litter for pigs

M. intracellulare (4.6.8)

Pavlas ai. (1991) stery z mastali

hlina z vybehov

slama

ster zo zdsobnika krmiva -

smears from stables

carth from runs

straw M. intracellulare, M. terrae,
o
neuréené-
4 = =8 55
smear from feed container neurcené*

M. intracellulare, M. fortuitum, M.
o 2
terrae, M. kansasii, neurené-

. oo s
M. intracellulare, neurené~

Pavlik (1992) stelivo pre dobytok

stelivo pre ovee

litter for cattle

litter for sheep

M. avium (1.2,3), skupina 111 podla
Runyona®, neurcené?

skupina 111 podla Runyona®,
neurdené’

; ) g 3
lnlypmal mycobacteria, “undetermined, “group Il after Runyon

nych ochoreni zvierat. U ludi maji mykobaktérie vy-
znam ako pri kontakte s poskodenym povrchom tela,
teda pokozkou, tak pri ich prijme cestou aerogénnou
alebo peroralnou.

[zolacia niektorych druhov mykobaktérii, napr.
z vody bazénov, potvrdzuje skuto¢nost, ze zdrojom
Castych koznych zmien mykobakterialneho povodu bo-
la prave tato voda (Eilertsen, 1969; Havelaar
a1, 1985; Leite a1, 1988). Aerogénnym zdrojom
mykobaktérii, napr. druhu M. xenopi, je pravdepodobne
aerosol vznikajici pri sprchovani teplou vodou prete-
kajucou teplovodnym potrubim (Svorcova
a Slosarek, 1984). Podobne aj dal3i autori sa do-
mnievajui, Ze rezervoarom mnohych infekcii vyvola-
nych potencialne patogénnymi mykobaktériami je Zzi-
votné prostredie (Beerwerth a Kessel, 1976a).

U zvierat si mykobaktérie vo vicSine pripadov pri-
jimané peroralnou cestou (najcastejsie vodou, objemo-
vym krmivom), pricom po prechode zazivacim traktom
sa mOzu detekoval v truse (Nassal a i., 1974).
Ani acrogénna cesta infekcie sa nevylucuje, aj ked
o tomto spdsobe infekcie sa autori zmienuju len okra-
jovo (Wendt ai., 1980; Pavlas ai. 1991).

Pritom u zvierat, s vynimkou oSipanych, je vyskyt
podmienecne patogénnych mykobaktérii v prostredi
vyznamny predovietkym z hladiska komplikdcii, pri
intravitalnej diagnostike (alergicky test, sérologia, bak-
teriologia a dalSie). Okrem druhu M. avium sa pri pa-
tologicko-morfologickych zmenach predovietkym u
oSipanych uplatiiuju nicktoré serovary M. intracellula-
re a dalSie druhy podmienecne patogénnych mykobak-
térii, ktorych rezervoarom je vo vicsine pripadov von-
kajie prostredie (Pavlas ai., 1991).
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4.1. Stav imunitného systému hostitel'a a predispozicia
k uplatneniu sa infekcie

Kazdy zivy organizmus, ¢loveka nevynimajic, je
v neustalom kontakte s mykobaktériami. Preto nie je
vynimo¢né docasné (prechodné) alebo trval¢ (perma-
nentné) osidlenie respiracného alebo traviaceho traktu
mykobaktériami (Portaels, 1988). Pritom k zisad-
nej zmene v pohlade na zdravotny vyznam podmienec-
ne patogénnych mykobaktérii doSlo v poslednych ro-
koch v sivislosti s vyskytom a Sirenim ochoreni
imunitného systému predovsetkym u ludi (AIDS).

Nassal ai. (1974) na ziklade svojich poznatkov
nepovazovali nicktoré druhy mykobaktérii v ovoci
a zelenine za nebezpecné pre Cloveka. V sacasnosti
viak prijem tychto mykobaktérii z povrchu neumytej
korenovej zeleniny, pripadne ovocia, zrejiceho v bliz-
kosti pody (jahody, borievky a dalSie), moze byt pre
¢loveka chorého na AIDS fatalny.

Vysledky mnohych laboratorii sveta ziskané dlhodo-
bym sledovanim potvrdili skutocnost, ze 40 az 60 %
klinicky chorych pacientov na AIDS zomiera na myko-
bakteridlne ochorenia. Tito pacienti sa najcastejSie in-
fikuju druhmi komplexu M. avium-intracellulare
(Murray ai., 1995). V ojedinelych pripadoch sa diag-
nostikuje aj infekcia M. tuberculosis.

4.2. Zmeny zdravotného stavu l'udi

O mykobaktériach je zname, Ze patria k typickym
intracelularnym parazitom s dlhou generacnou dobou.
Z toho vyplyvaju aj najcastejSie patologicko-morfolo-
gické zmeny, ktoré sa charakterizuja bud difuznou pro-
liferaciou Specifického granula¢ného tkaniva alebo cas-
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XIII. Zachytnost mykobaktérii zo vzoriek pilin, pddy, vonkajdieho prostredia a vody - Trapping ratio of mycobacteria from samples of
sawdust, wood-shavings, and external environment

Autori ~ Authors

Druh vy3etreného materidlu

Type of tested material

Pocet vy3etfenych
vzoriek — Number
of tested samples

Pozitivne vzorky
(%) - Positive
samples (%)

piliny - sawdust

Beerwerth a Kessel (1976b) piliny (stelivo) sawdust (litter) 375 60,8
piliny (sterilne ziskang¢) sawdust (sterilly acquired) 110 0,0
kora stromov tree bark 208 312
Hanzlikova a Vilimek (1992) piliny sawdust 9 889
Pavlas a 1. (1991) piliny, hobliny sawdust. wood-shavings 29 37.9
poda - soil
Beerwerth a Kessel (1976b) poda lesna forest soil 631 298
poda hik a pastvin soil of meadows and 658 287
pastures
poda orna arable land 585 929
Beerwerth a Schirmann (1969) poda lesna forest soil 200 39,0
poda luk a pastvin soil of meadows and 176 69.9
pastures
poda ornd arable land 159 86.8
poda zavlazovana irrigated soil 100 99,0
Costallat a 1. (1977) poda vybehov pre oSipané soil of pig-runs 100 83.0
Dimov a Gonzales (1986) poda pastvin soil of pastures 40 RYA)
Hanzlikova a Vilimek (1992) zemina earth 1 100,0
Pavlas a 1. (1991) poda z vybehov pre oSipané soil from pig-runs 7 57.1
Reznikov a Dawson (1980) poda predmesti Adelaide soil from Adelaide suburbs 52 3.0
Sanchez a Rosell (1983) poda a podstielka soil and hitter 22 86,0
Wolinsky a Rynearson (1968) poda orna, blato, il arable land, mud. clay 72 86.0
vonkajSie prostredie — environment
Hanzlikova a Vilimek (1992) podsticlka litter 32 219
Hejlicek a i. (1982) zo3kraby z mastali smears from stables 48 18.6
Ichiyama a i. (1988) prach domacnosti dust from households 22 773
Pavlas a 1. (1991) stery z mastali smears from stables 26 23.0
stery zo zasobnikov krmiva smears from feed containers 7 142
pre odipané for pigs ’
Treml (1990) vnn‘kaj.’\‘ic prostredie cxlcrnr‘ll enviroqmcnl of 260 48
velkochovov large-scale rearings
vonkajsie prostredic external cnviroqmcnl of 21 73
malochovov small-scale rearings
voda - water
Beerwerth a Kessel (1976b) napijacia voda feed water 646 40.7
odpadovi voda a bahno wastewater and mud 419 847
Beerwerth a Schiirrmann (1969)| odpadova voda wastewaler 100 93.0
Dimov a Gonzales (1986) napajacia voda feed water 94 35.0
Hanzlikova a Vilimek (1992) napdjacia voda feed water 71 5.6
Hejlicek ai. (1982) voda-rezervoar waler-reservoir 6 0.0
voda-napajacky water-feeder 6 0,0
Pavlas a i. (1991) zdroj a potrubie source and piping 147 28.6
Sanchez a Rosell (1983) pitnd voda drinking water 72 39,0
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tejsie vznikom granulomov s typickou histologickou
skladbou. Postihnutie réznych organov sivisi so spso-
bom kontaktu mykobaktérii s hostitelom.

Pri kontakte s poskodenym povrchom tela sa to
u Tudi neinfikovanych virusom HIV predovSetkym
kozné Iézie na koncatindch. S viak znime aj myko-
bakterialne infekcie koZe na inych Castiach tela. kde ich
vyskyt je menej Casty Jinger a Witzani, 1981
Kubica a Wayne, 1984). Pri preniknuti myko-
baktérii do organizmu ¢loveka, ktory nie je ziadnym
sposobom (infekénym ¢i neinfekénym) imunokompro-
mitovany, nedochdadza vo vacSine pripadov k vzniku
infekéného procesu. '

Niektoré druhy podmienecne patogénnych myko-
baktérii zistené v spute sa preto povazuju u zdravych
Tudi len za sekunddrnu kontamindciu, ale napriklad pri
sucasnom naruseni plic inym ochorenim (pneumoko-
nioza, rakovina a dalSie) dochadza k naruSeniu
prirodzene) odolnosti* tkaniva, ¢im sa zvySuje jeho
vnimavost ku ,kolonizacii* podmiene¢ne patogénnymi
mykobaktériami. Tie sa m6zu v ojedinelych pripadoch
stat povodcami infekéného procesu.

4.3. Zmeny zdravotného stavu zvierat

V populdcii zvierat je situdcia Ciastocne odlisna.
Vidsina domdcich zvierat je imunitne dobre vybavena
a je schopni zabrinit vzniku infekcie.

Podobne ako u ludi, nie je odolnost hospodarskych
zvierat voci podmicenecne patogénnym mykobaktériam
absolutna. V celkom vynimo¢nych pripadoch je mozné
stretnut sa s prelomenim imunitnej obrany organizmu
a naslednou mykobakteriémiou, pripadne infekciou ur-
¢itcho organu (pecen, slezina, oblicky a dalSic).

Na obranyschopnost organizmu prot infekénému
tlaku mykobaktérii md ticz vplyv frekvencia opakova-
nia infekeie a velkost infekénej davky. Kontakt s pod-
miene¢ne patogénnymi mykobaktériami sa potom pre-
Javuje senzibiliziciou k vtaciemu, pripadne bovinnému
tuberkulinu alebo aj inym senzitinom (Pavlas a i,
1991). Podiel tychto mykobaktérii na senzibilizacn
zvierat k vtaciemu alebo bovinnému tuberkulinu sa ne-
da jednoznacne objektivne vyjadrit, pretoze nic vzdy sa
podari kultivacne uspesne dokazal mykobaktérie.

4.3.1. Zmeny zdravotného stavu oSipanych

Vyskyt tuberkuloznych zmien pri jatocnej prehliad-
ke zvierat je po eliminécii bovinnej tuberkulézy v roku
1968 zistovany z jatoCnych zvierat, prevazne u oSipa-
nych. Na zaklade vysledkov uvadzanych v praci Pav -
lasa (1995) bol zisteny pribliZzne rovnaky podiel kme-
nov MAC a kmenov mykobaktérii druhu M. xenopi,
M. gordonae, M. fortuitum, M. scrofulaceum a iné.

Pocet reagujicich oSipanych na aviarny tuberkulin
pri intradermalnej tuberkulindcii sa dokonca v posled-
nych rokoch v Ceskej republike zvySuje. Pritom je Cas-
to zistovany ncgativny vysledok mykobakteriologické-
ho vySetrenia pitevného materidalu tychto reagentov.
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Ticto vysledky viedli mnohych autorov k zaveru. ze
ofipané su Casto senzibilizované podmieneéne patogén-
nymi mykobaktériami. Podla mnohych autorov mozu
vyvolavat patologicko-anatomické zmeny u oSipanych
mykobaktérie druhu M. intracellulare (Bauman ai.,
1956; Cernovsky a Kubin, 1969), M. gordo-
nae (Krucky. 1972). M. xenopi (Hanzlikova
a Vilimek. 1992) a dalSic druhy. Na zdklade dlho-
dobych skusenosti a experimentialnych préic je dokonca
o§ipand povazovana za najvnimavejsi druh domaceho
zvierata k mykobakterialnej infekeii. Podmiene¢ne pa-
togénne mykobaktérie vyvolavaju po kontakte v ich or-
ganizme patologicko-morfologické zmeny, ktoré si po-
tom zistované pri jato¢nej prehlhiadke (Berthelsen.
1974: Thoen a Himes.1976: Thoen a John-
son, 1976; Thoen ai, 1976: Brown a Neu-
man, 1979; Songer ai, 1980; Popluhar ai.
1986: Pavlas ai. 1991). Experimentilne bolo do-

konca potvrdené, ze po peroralnej infekein kmenom M.
intracellulare (serotyp 3) dochadza v ¢revnom trakte
k zipalu s ndslednym aktivnym vyluCovanim myko-
baktérii pocas nickolkych tyzdnov (Pavias a i.
1991).

4.3.2. Zmeny zdravotného stavu ostatnych druhov
zvierat

Pri sledovani podielu mykobaktérii na patologicko-
-morfologickych zmenach u dobytka a hydiny. sa zis-
tilo, 7e vysoky vyskyt tychto mykobaktérii vo vzorkach
vonkajSicho prostredia (Kultivacnd pozitivita 50 a viac
pereent) vyznamne vplyva na zdravotny stav tychto
zvierat. Voojedinelych pripadoch sa zistili u dobytka
Specifické tuberkulézne zmeny v zahltanovych, mezen-
terialnych. ako aj podéelustnych lymfatickych uzlinach
(Pavlas ai., 1991).

4.3.3. Ovplyvnenie tuberkulinovej alergickej reakcie
mykobaktériami z vonkajsiecho prostredia

Moznost ovplyvnenia tuberkulinovej alergickej re-
akcie u dobytka a hydiny bola popisana réznymi auto-
rmi. Hejlic¢ek (1962) a Pavlas (1965) Studovali
vplyv M. smegmatis a M. phlei na vznik tuberkulinovej
alergickej reakcie u dobytka a oSipanych. Zistili, ze
obidva druhy mykobaktérii mozu sposobit nespecifické
alergické reakcie na pouzité tuberkuliny. Tieto druhy
sa viak vo vonkajSom prostredi vyskytuji vynimocne.
Vyznam viak nadobidaji mykobaktérie, ktoré sa vo
velkej miere vo vonkajSom prostredi vyskytuju.

Touto problematikou sa zaoberali Karlson
(1962), Worthington (1967) a v poslednom obdo-
bi Monaghan ai. (1994). Za zdroje neSpecifickych
tuberkulinovych alergickych reakeii u dobytka oznacu-

ju paratuberkulozu, infekeie vyvolané M. avitan a dal-

Sie. DalSou pri¢inou neSpecifickych alergickych tuber-
kulinovych reakcii si mykobaktérie z vonkajSicho
prostredia. V krajinach, kde je dobytok chovany pre-
dovsetkym na pastvinach. vo Velke) Britanii, Irsku
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a na Novom Zélande. su neSpecifické tuberkulinové
alergické reakeie castejSie a dosahuju 8 az 12 % (Mo -
naghan ai, 1994).

Novsie poznatky z ekologie mykobaktérii prispeli
k izoldcii a popisaniu tychto mykobakteridlnych dru-
hov, k vysvetleniu mechanizmu ich mnoZenia v pro-
stredi a sposobu predovSetkym oralnej infekcie zvierat.
Pri tom je nutné rozhiSovat, ¢i ide o neSpecifické reak-
cie na avidarny tuberkulin u hydiny, alebo na cicavci
tuberkulin u dobytka. VSeobecne mozu byl neSpecific-
ké alergické reakcie u hydiny Castejdie, pretoZze myko-
baktérie pribuzné M. avium sa vyskytuja v prirode.
U dobytka potom médzu prichdadzat do dvahy nové, do-
posial nepopisané druhy mykobaktérii.

Jedna z prvych ekologicky zameranych publikacii
bola uverejnend v roku 1965 vo Veterinaistvi (Kazda
a Dvoiak, 1965). Na jednej hydindrskej farme
s 10 usic kusmi mladej hydiny ich reagovalo pozitivne
viac ako 80 % na aviarny tuberkulin bez toho, aby bola
zistend tuberkuléza. Z nezmenenych parenchymat6z-
nych organov sa podarilo izolovat mykobaktérie, ne-
skor diagnostikované ako M. intracellulare serotyp 8,
vyvolavajuce senzibilizaciu na aviarny tuberkulin.
V letnych mesiacoch bola studni¢nd voda pouzivana
k napajaniu zvierat z dovodu nedostatku nahradena vo-
dou z rybnika, ktory bol obklopeny raSeliniskami. Vo-
da privazana v cisternach a rozvadzana do napdjaciek
bola vystavena sIne¢nému Ziareniu. Teplota tu presaho-
vala 30 °C. ¢o umoznilo pomnozenie mykobaktérii.
Vysoka koncentracia M. intracellulare sérotypu 8 vy-
volala neSpecifické alergické reakeie na aviarny tuber-
kulin. Po opitovnom pouzivani studni¢nej vody k na-
pajaniu poklesli pozitivne tuberkulinové alergické
recakcie na 1.9 % (Kazda, 1966).

Kmene druhu M. intracellulare sérotypu 8 boli tiez
pricinou neSpecifickych tuberkulinovych alergickych
reakcii u dobytka. Tieto reakcie nie sa viak také casté,
a nie je mozné ich vo vicsine pripadov rozlisit simul-
tannou tuberkulinaciou (Mohagan a1, 1994). Ov-
Sem vicsi vyznam maju neSpecifické alergické reakcie
vyvolané dal§imi mykobaktériami z prostredia. Na No-
vom Zélande sa podarilo izolovat novy druh mykobak-
érii, M. cookii, ktory bol povodcom tychto reakcii
(Kazda ai, 1990). Jeho vyskyt bol najskor zisteny
vo stagnoch, odkial bola infikovana voda, ktora bola
pouzivand k napajaniu dobytka. Vzhladom na vysse
teploty. predovsetkym na severnom ostrove (juznej po-
logule). dochddzalo k silnému pomnoZeniu tychto za-
rodkov a k vyvolaniu nespecifickych reakcii na cicavéi
tuberkulin.

Ako je uvedené vysSie, nie je mozné tieto reakcie roz-
lisit simultannou tuberkulinaciou. K odliSeniu od tuber-
kuldézy bolo mozné pouzit $pecificky senzitin, pripraveny
7 M. cookii. Na Novom Zélande sa sporadicky vyskytuje
bovinna tuberkuléza. Rezervoarom je volne Zijici byli-
nozravec vacice (Opossum), ktory prendsa tuberkulézu na
dobytok (Kazda a Cook, 1988).
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Podobna situdcia, kedy je alergenodiagnostika kom-
plikovana pritomnostou mykobaktérii na pastvindch, je
v Irskej republike. V juZnej a severozdpadnej Casti kra-
jiny sa u pastevne chovaného dobytka (v niektorych
oblastiach celoro¢ne), vyskytuju pozitivne reakcie na
cicavCi tuberkulin pravidelne, pricom tieto reakcie su
vyvolané infekciou M. bovis. NositeImi bovinnej tuber-
kulézy v tejto oblasti st jazvece, ktoré prichadzaji do
styku s tymto pastevne chovanym dobytkom. Z tohto
dovodu je nutné robil pravidelné tuberkulindcie, pri-
¢om v nicktorych oblastiach sa vyskytuju aj neSpecific-
ké tuberkulinové alergické reakcie. Straty, sposobova-
né vyradovanim zvierat, mylne povaZovanych za
infikované tuberkulozou, sa v poslednych niekolkych
rokoch pohybovali v priemere okolo 10 tisic kusov do-
bytka rocne.

V ramci medzinarodnej spoluprice bolo urobené
rozsiahle vySetrenie prostredia zmienenych fariem. Vy-
Setrenim sa zistilo, Ze mykobaktérie sa pomnozuju
v roznych druhoch machov, ktoré na pastviniach tvoria
malé kopcovité vyvySeniny. Tu dochddza k akumulacii
slnecného tepla pod povrchom. Uz skoro na jar presa-
huje teplota30°C (Conney ai., 1997). V tomto Case
nie je eSte trava dostatocne vysoka, takze dobytok spa-
sa spolocne s nizkou travou aj zna¢né mnoZstvo ma-
chu. Touto cestou sa senzibilizuje mykobaktériami.
Podstatnu dlohu tu hra novy mykobakteridalny druh M.
hiberniae (Kazda ai., 1993).

Oproti stagnom, ktoré su viazané na podmienky ra-
Selinisk, su machy rodu Hylocomium, Thuidium a Bre-
utelia globdlne rozsirené, pricom sa casto vyskytuju aj
na pastvinich (Kazda ai., 1997). Nie je preto vylu-
cené, ze sa s tymito alebo podobnymi druhmi myko-
baktérii, vyvolavajicimi neSpecifické tuberkulinové
alergické reakcie, stretneme aj v strednej Europe.

Vzhladom na rozsirenie mykobaktérii v prostredi je
nutné podotknit, ze ich interakcia so zvieratami je po-
merne Castd bez toho, aby vyvolala reakcie tuberkuli-
nového typu. Iba izolacia tychto mikroorganizmov
z prostredia eSte neznamend, Ze su povodcami nespeci-
fickych reakcii na tuberkulin. AZ ich masivne pomno-
zenie a dlhSie trvajica ingescia je schopna vyvolat sen-
zibilizaciu zvierat.

V minulosti (do roku 1985) sa pri tuberkulindcii pra-
siat pouzival v Ceskej republike avidrny tuberkulin
s obsahom 8 000 TU/ml cisteného tuberkuloproteinu.
Vysledky vyskumu autorov Pavlasa a Patloko-
vej (1981) viedli k zavedeniu riedeného tuberkulinu
s obsahom 1 000 TU/ml cistené¢ho tuberkuloproteinu.
Tento tuberkulin sa pouzival az do roku 1992, kedy
bola koncentracia TU upravena podla Prilohy smernice
64 432/EHS na 14 000 TU/ml.

Zavedenim tohto tuberkulinu so zvySenym poctom
TU sa zvysil pocet reagentov na aviarny tuberkulin bez
nasledného preukazu M. avium v organoch porazenych
reagentov.
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5. ASANACIA PROSTREDIA KONTAMINOVANEHO
MYKO-BAKTERIAMI V POLNOHOSPODARSTVE

Sledovanim vplyvu chléraminu B na devitalizéciu
mykobaktérii vo vode sa zistila jeho relativne nizka
dc¢innost. V destilovanej vode s obsahom 8 % chlora-
minu B (320 mg Cly/I vody) sa nedevitalizovali kmene
M. avium, M. intracellulare a M. paratuberculosis do
24 hodin. Expoziciu 48 h preZivalo M. paratuberculo-
sis. Pri 48 hodinovej expozicii sa acinne pouzil pri
devitalizacii M. intracellulare 4% roztok chléraminu B.
Rovnaky dezinfekény pripravok devitalizoval M. avium
v 8% koncentracii. M. paratuberculosis sa devitalizo-
valo az po 14 diioch vo vode s obsahom | % chlérami-
nuB (Pavlas ai., 1991).

Autori Slosarek a Janota (1990) na zaklade
svojich experimentov potvrdili, Ze mykobaktérie su
odolné voci chloricii, ktora je v sicasnosti najcastejSie
pouZivanym spdsobom dezinfekcie vodovodnej vody,
a k podobnym zaverom dospeli aj dalsi autori (Car-
son ai, 1978, Collins a i, 1984; Pelletier
ai., 1988).

Pavlas (1961) sa zameral na potencovanie dezin-
fekéného ucinku chléraminu B cestou jeho aktivacie
amonnymi solami v davke 174 mg NH4NO4/l vody.
Vplyv aktivacie chloru aménnymi solami sa prejavil
skratenim Casu a koncentracie chléraminu B potrebné-
ho na devitalizdciu vSetkych troch uvedenych druhov
mykobaktérii. Pri Sesthodinovej expozicii stacila na de-
vitalizaciu M. avium 0,25% koncentracia a na devitali-
zaciu M. intracellulare 4% koncentracia chléraminu B.
Predizenim expozicie na 48 h sa zniZila u¢inna koncen-
tracia chléraminu B na 0,25 % pri devitalizanom G&in-
ku na M. intracellulare a M. paratuberculosis (Pav -
las a1, 1991).

Pre prevadzky, v ktorych technoldgia ustajnenia ne-
umoziiuje bezstelivovy systém, sa vypracovala pre asa-
naciu pilin metdda pre devitalizaciu M. avium a M. in-
tracellulare. Na oSetrovanie pilin bolo odporucené
pouZivat 5% formalin v mnoZstve 10 I/m? steliva, kedy
sa piliny rovnomerne navlh¢ili dezinfekénym roztokom
a ponechali sa pred pouZitim minimalne jeden den
prikryté igelitovou féliou (Pavlas ai., 1991).

6. PREVENCIA

Na zaklade vysledkov prezentovanych v dostupnej
literatire je moZné ochranu chovov pred negativnym
vplyvom podmieneéne patogénnych mykobaktérii zhr-
nut do niekolkych bodov.

1. Napdjanie zvierat. Optimdlnym sa zatial javi pretla-
kovy systém priamo z vodovodného potrubia. Za
uplne nevyhovujice treba povazovat napajanie po-
vrchovou vodou, pripadne vodou z prirodnych zdro-
jov povrchovej vody riek, potokov, rybnikov. Pri
pouZziti vodnych rezervodrov je ucelné opakované
mechanické Cistenie od kalov nickolkokrat rocne.
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2. Ustajnenie zvierat. Optimalnym je ustajnenie zvierat
na spevnenej betonovej podlahe mastali a vybehov.
Najvicsie nebezpecenstvo predstavuja hlinené vybe-
hy, ktoré st zna¢ne kontaminované trusom a mo-
¢om zvierat a s celoro¢ne rozbahnené. TieZ hnijice
Casti drevenych ohrad ohryzavané zvieratami moZu
slazit ako zdroj podmienecne patogénnych myko-
baktérii.

3. Pastva zvierat. Idedlnymi si pastviny s travnatym
porastom, kde pocas dazdivého obdobia nevznikaji
kaluZe. Na pastvinach je dobré, ak sa zabrani pristu-
pu zvierat k prirodnym vodnym zdrojom, ktoré
moZu byt prave v letnych mesiacoch nebezpeénym
zdrojom pomnoZzenych podmieneCne patogénnych
mykobaktérii.

4. Podstielka. Najidedlnej§im sa javi pouzivanie su-
chej, spravne uskladnenej slamy. Za rizikové mozno
povazovat pouZivanie vlhkej slamy predovsetkym
zo spodnych casti stohov kontaminovanych trusom
a mocom drobnych hlodavcov. Ako nevyhovujice
Jje pouzivanie pilin, hoblin a inych drevitych produk-
tov. Aj napriek ich sterilizacii teplom alebo chemic-
kym oSetrenim méze dojst k ich naslednej kontami-
nacii podmiene¢ne patogénnymi mykobaktériami
trusom vtiakov, hlodavcov a vodou.

5. Diva zver a vtaci. Priestory mastali, vratane pripra-
vok krmiv a skladov je vhodné zabezpecit pred pre-
nikanim volne Zijucich vtakov. Ich trus moze byt
zdrojom mikroorganizmov vyvoldvajicich aviarnu
tuberkulozu (M. avium), tak aj zdrojom inych pod-
mienecne patogénnych mykobaktérii.

6. Sklady krmiva. NajvhodnejSie na udrziavanie
kfmnych zmesi si suché a uzavreté zasobné kontaj-
nery a nadrze, ktoré znizuji moznu kontaminiciu
podmiene¢ne patogénnymi mykobaktériami.

7. Objemové krmiva. Pri spracovani zelenej hmoty je
potrebné vylucit dlhodobé posobenie slne¢ného Zzia-
renia, ktorého tepelny uc¢inok moze spésobil pomno-
zenie podmienccne patogénnych mykobaktérii.

8. Tekuté krmiva. Bezprostredne pred pripravou teku-
tého krmiva je vhodnejSie pouZzit postupne ohriatu
studenu pitni vodu. Voda z teplovodného potrubia
moéze byl kontaminovana znaénym mnozstvom ,ler-
mofilnych* mykobaktérii, predovsetkym M. xenopi.
Plati to ako pre pripravu mlie¢nych kimnych zmesi
pre prasiatka, tak aj pre pripravu tekutych kimnych
zmesi pre oSipané.

ZAVER

Vzhladom na to, Ze prostredie mastali a vonkajsie
prostredie je zna¢ne kontaminované podmienecne pa-
togénnymi mykobaktériami, je organizmus hospo-
darskych zvierat vystaveny znaénému infekénému tla-
ku. Z pohladu veterinarnej mediciny je preto vhodné
¢o najviac obmedzit pristup zvierat k tymto zdrojom
potencidlne patogénnych mykobaktérii. Preto by sa
chovatelia hospodarskych zvierat mali vyvaroval pred
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vietkymi uvedenymi kritickymi zlozkami krmiva, na-
pajania a ustajnenia, ktoré ovplyviuji zdravotny
a imunitny stav zvierat.
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IN VITRO METODY A ICH VYUZITIE V TOXIKOLOGII
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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 virro techniques in cytotoxicity and genotoxicity of chemicals. )
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ABSTRAKT: Cielom price je poukdzat na vyuZitic alternativnych metéd v toxikologii, ktoré mdZzu znizit pocet zvierat
v Standardnych testoch na zistovanie toxicity a na vyuzitie in vitro technik pri zistovani toxicity a genotoxicity chemickych

latok.

toxikologia; bunkové kultiry; cytotoxicita; genotoxicita; in vitro; alternativne metédy

UuvoD

V poslednej dobe sa vo zvySenej miere vyvijaju al-
ternativne metddy testovania toxicity. Jednym z hlav-
nych cielov tychto metod je ziskat dostato¢nu informaciu
na identifikdciu moznych toxickych a¢inkov novovyvija-
nych chemickych latok. Tak isto st to aj etické dovody,
preco sa vyskumni pracovnici zameriavaju na vyvoj in
vitro metéd, vyuzitim ktorych by sa mohli znizit alebo
zamenit testy na zvieratich (Rodriquez-Farré ai.,
1993; Lopreno a i, 1994). Myslienka vyuzitia al-
ternativnych met6d vo vyskume, vzdeldvani a testovani
ma svoje korene uz v 50. rokoch, ked Russell a Burch
na sympoziu o humannych technikach v laboratoriu v ro-
ku 1957 definovali vyuZitie troch R (reduction, refine-
ment and replacement) v Standardnych testov na zvie-
rataich M orton, 1995).

Pod pojmom ,redukcia™ rozumieme pouZitie ¢o naj-
mensicho poctu zvierat v toxikologickom vyskume alebo
ziskanie viacerych informécii o negativnych vplyvoch che-
mickych latok na danom pocte zvierat, ktorych vysled-
Ky vedu k dosiahnutiu potrebnych udajov (Zurlo ai.,
1996).

Zdokonalenie* je vlastne zlepSenie metod v toxiko-
logickom vyskume réznymi sposobmi ako je napriklad
elimindcia stresu a pocitu bolesti u zvierat pouZitych
pri testovani alebo tiez redukcia zvierat v pokusoch.
Stres je nepriaznivy stav, v ktorom zviera nie je schop-
né sa Gplne adaptoval na stresory. Bolest je vysledkom
mozného alebo existujiceho poSkodenia tkaniva, ktoré
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je spdsobené poranenim, chirurgickym zasahom alebo

chorobou, ¢o vedie tak isto k stresu (Flecknell, 1994;
Zurlo ai., 1996).

Tretim pojmom je ,,zamena", kde sa v toxikologic-
kom vyskume vyuzivaja alternativne metody bez pouzi-
tia intaktnych zvierat (DelRaso, 1993). Tieto zmeny
sa zacinaju uplatnovat v sticasnosti na zdklade novych
zakonov vo viacerych krajinach Europy. Vyskum je
zamerany predovsetkym na vyvoj novych metod zalo-
zenych na molckuldrnej a bunkovej biologii ako ziklad
k vyuzZitiu v toxikologii.

ALTERNATIVNE METODY

Alternativne metody k testom na zvieratach su po-
stupy, ktoré sa mézu v celom rozsahu pouzit namiesto
testov na zvieratich, Co umoznuje zniZovat pocty zvie-
rat v pokusoch alebo obmedzit stres pri tychto testoch.
K takymto metédam patria aj in vitro techniky (B a-
Ils, 1994; Orleans, 1996).

In vitro znamena ,,v skle®, ale bioldgovia interpretuju
tento termin §irSie — ako vyskum, v ktorom sa bunky
a tkaniva cicavcov, rastlin, testy na baktériach a bez-
stavovcov, kuracich embryach a embryéch Ziab vyuzi-
vaju v testovani chemickych latok predtym, nez sa za-
vedd na trh. Testovand latka mdZe spdsoboval zmeny
napriklad v krvi, v bunkach $pecifickych organov a moze
ovplyviioval ¢loveka, zvieratd, rastliny, hmyz, ryby.
Alternativne metody nam umoziuju sledoval priamy
u¢inok na bunky z tychto druhov.
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Cytotoxikologia sa zaobera Stadiom toxickych
ucinkov chemickych latok a inych materialov na drov-
ni bunky.

Celkova cytotoxicita (zakladna cytotoxicita) je vy-
sledkom toxickych Gc¢inkov na Struktiry a funkcie bun-
ky, ktoré si rovnaké pre bunky celého organizmu, ako
je DNA, chromozémy, mitochondrie, cytoskelet a mem-
brany bunky. V testoch sa vyuZivaji permanentné bunko-
vé linie, ktorymi mozeme vyhodnocovat velké mnozstvo
chemickych latok relativne v kratkom case. Vysledky
ziskané z tychto testov su zakladom pre interpretaciu
vysledkov ziskanych z tkanivovo-§pecifickej toxicity.

V sacasnosti sa vyskum zameriava na sledovanie
uc¢inku chemickych latok na tkanivové kultiry ziskané
z ludskych tkaniv réznych organov, takZe otazka toxic-
kého ucinku na ludsky organizmus moze byt zodpo-
vedand presnejSie (Calleja a Persoone, 1992;
Goldberg a Wehr, 1993).

Druhou kategoriou testov je urcit u¢inok sledovane;j
latky na $pecificky organ, napriklad peceii. Dalsimi tes-
tami mozeme zistif, ako rozkladné produkty mozu ov-
plyvnit bunku ako aj iny typ bunky. V takomto pripade
bunkova kultira pozostava z dvoch typov buniek, napri-
klad bunky pecene a oblic¢ick (Goldberg a Wehr,
1993).

Lieciva a novovyvinuté chemické latky sa obycajne
testuji in vivo testami na zistenie akutnej toxicity a dal-
Simi testami, ktoré Castokrat trvaja aj dva roky (testy na
karcinogenitu). Kazda modifikicia aj starého pripravku
alebo zmesi znamych chemickych latok musia prejst
predpisanymi testami. Preto zmeny v testovani nebezpec-
nosti novozavadzanych latok s nevyhnutné a schéma ta-
kého testovania moze pozostavat zo série testov, ktoré sa
zacinaju koreliciou Struktiry a ucinku, pokracuju fyzi-
kalnymi a chemickymi analyzami, kratkodobymi testa-
mi, skriningovymi skiskami, pokusmi na zvieratach a na-
koniec hodnotenim rizika pre ¢loveka. V batérii testov su
zahrnuté aj in vitro metddy a kratkodobé testy pri odhade
rizika chemickej latky. Tieto testy poskytuji moznost sle-
dovat mechanizmy chemickej toxicity na bunkovej tirovni
a takto moznost ovplyvnenia terapeutickou alebo antito-
xickou latkou. Alternativne metddy sa moézu vyuzivatl
ako skriningové testy alebo ako testy, ktoré nahradzuji
test in vivo.

Skriningova metoda sluzi na ziskanie orientacnych
vysledkov. Tieto metddy sa vyuzivaji v predbeznych
rozhodnutiach alebo na prvotné ziskanie udajov o to-
xickom uc¢inku. Na ziklade tychto idajov neziskame
taki komplexni odpoved na G&inok chemickej litky
ako metédami, ktoré nahradzuji metody in vivo. Tieto
tdaje poskytuju informaciu, ktord sa vyuZije dalej v tes-
tovani na toxicitu.

Nahradné testy musia poskytnil rovnakid informaciu
ako udaje z in vivo testov, na zdklade ktorych sa da defi-
nitivne odhadnut miera toxikologického rizika (Green,
1993).

Toxické latky mozu vyvolaf nasledujice ucinky na
bunku: poS§kodenie bunkovej membriny, naruSenie me-
tabolickej aktivity a poskodenie genetického materidlu
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(genotoxicita). Vo viicSine pripadov vSak sa stretivame
s kombindciou tychto acinkov.

Cytotoxicita je definovana ako ireverzibilné posko-
denie bunky, ktoré moézeme sledovat viacerymi meté-
dami, napriklad Zivotnost buniek, poSkodenie membra-
ny, zastavenie proliferacie bunick.

Genotoxicita je definovana ako indukcia poskodenia
DNA kovalentnym naviazanim chemickych latok na
DNA, zmenou Struktiry alebo poctu génov v chromozo-
moch. Tieto zmeny vyvoldvaju napriklad aromatické
uhlovodiky (Schweikl a Schmalz, 1991; Cel-
loti a Bianchi, 1991). Mutacie v Specifickych gé-
noch zapricinuju stabilné dedi¢né zmeny a chromozo-
malne abnormality (Auletta, 1990). Génové mutécie
sa sleduji predovietkym na baktériach, kvasinkach, ci-
cavCich bunkach, hmyze a rastlinach. Z mikrobialnych
testov sa najCastejSie vyuziva Amesov test, v ktorom sa
pouziva séria mutantnych baktérii Salmonella typhymu-
rium bez metabolickej aktivacie a s metabolickou akti-
véciou. Cicavéie bunky in vitro poskytuji biologicky
materidl, ktory je na rozdiel od mikroorganizmov blizky
somatickym bunkdm in vivo. Danou metédou sa zistuje
schopnost skimanej latky vyvolat v cicavéich bunkach
geneticki zmenu, napriklad rezistenciu voc¢i bazovym
analogom (6-tioquanin, 8-azoquanin). Testy na chro-
mozomalne aberiacie pozostavaju zo skasok na cyto-
genetickd analyzu, sesterské chromatidové vymeny
a mikronukleus test. V testoch na zistovanic DNA po-
Skodenia a opravy sa pouzivaji ako biologicky material
predovietkym Escherichia coli alebo Bacillus subtilis.

Poskodenic membrany vznika vtedy. ked sledovana
latka narusi Struktiru biologickych membrin, napriklad
zvySenim permeability, Ktord sa prejavi zmenou v pres-
tupe vody, ionov a metabolitov. To vedie k lyze bunky.
Poskodenie metabolickej aktivity bunky mozu sposobit
reaktivne latky, napriklad 10ony tazkych kovov, rezidua-
Ine monoméry alebo radikaly, ktoré inhibuji aktivitu
bunkovych enzymov. Toxicky vplyv sa takto prejavuje
v znizeni energetickej produkcie a syntézy proteinov,
vysledkom ¢oho je zmena aktivneho transportu cez
bunkové membrany, zastavuje sa bunkova proliferacia
a nakoniec tieto procesy vedu k smrti bunky (Jen-
ssen a Syversen, 1991; Lugscheider a i,
1994). Na sledovanie genotoxicity sa pouZivaju testy
na roznych bakteridlnych druhoch alebo bunkach ci-
caveov.

Vyhodami in vitro metdd je to, Ze tymito metdédami
sledujeme cytotoxicitu a hodnotime zmeny od velmi ma-
lych odchyliek vo funkcii bunky az po zistenie smrti bun-
ky (Kirkpatrick a Mittermayer, 1990) a na
zdklade vysledkov urcujeme toxicku odpoved v zavis-
losti na davke. Pocet zvierat v experimentoch sa redukuje
tym spésobom, ze na kompletny pokus alebo skupinu
pokusov sa vyuZzije len jedno zviera. Znizenie nakladov
v pokusoch sa prejavi v redukcii zvierat a tieZ v zniZe-
ni nakladov na krmenie a ich chov. Dal3ou vyhodou je,
ze bunky, ktoré su pouzité v pokuse su tej istej popu-
lacie, ziskané z toho istého zvierata a tym sa redukuje
variabilita v pokuse. Vyhodou je aj to, Ze in vitro meto-
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dami moéZeme v priebehu nickolko hodin identifikovat
metabolity chemickych ldtok. zatial ¢o v pokusoch in
vivo 1o trva niekolko dni. Na zdklade in vitro systémov
sa daju lepSie zostavit pokusy in vive a predpokladat
primerané ddvky pre pokus na zvieratdch.

Nevyhodami tychto testov je, Ze ich nem6Zzeme po-
uZit pri hodnoteni takych faktorov ako je napriklad dis-
tribicia a elimindcia lie¢iv. Tak isto aj funkcic niekto-
rych primérnych bunick m6zu byt nestabilné. Je to otazka
cytochromu P-450, ktorého obsah sa zniZuje v zdvis-
losti od trvania kultiviacie (DelRaso, 1993).

ZAVER

Zaverom mdzeme povedal, Ze na ziskanie potreb-
nych vysledkov je potrebné zostavit batériu in virro
testov pouzitim roznych bunkovych typov. Musia byt
zname vyhody a nevyhody in vitro systémov predtym,
nez sa definitivne zalni vyuZivat v toxikologickych
Stididch. Musia byt riadne uznané a musi byl dosiah-
nuta Standardnost testov.V sucasnosti nie je realna apl-
nd zémena in vivo testami § in vitro metodami. Avsak
vyuzitie tychto testov v sucasnosti redukuje pocty zvie-
rat v pokusoch a na zdklade vysledkov z in vitro testov
ziskavame komplexnejsi pohlad na ucinky testovanej
litky.
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