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ANOTACE

Tato bakalarska prace je zamétfena na bakterii Brucella abortus, ktera je jednim
z nejcastéjSich ptvodcti celosvétoveé rozsifeného onemocnéni bruceloza, které je znovu
aktualnim problémem v Ceské republice. V dané praci jsou uvedeny faktory virulence, pomoci
nichz bakterie plisobi na organismus zvitete i ¢lovéka. Prace je ddle zamétena na jednotlivé
diagnostické metody, které jsou podstatné pro v¢asné rozpoznani onemocnéni a samotného
puvodce. Zavérecna Cast je zaméfena na 1écbu, prevenci a vyskyt onemocnéni brucel6za na

naSem uzemi v piedeslych letech az do soucasnosti.
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TITLE

Brucella abortus

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the bacterium Brucella abortus, which is one of the one
of the most frequent causative agents of the worldwide spread disease brucellosis, which is
again a current problem in the Czech Republic. The virulence factors through which the
bacterium acts on the animal or human organism are presented in the thesis. The thesis also
focuses on individual diagnostic methods that are essential for early detection of the disease
and the causative agent itself. The final part focuses on the treatment, prevention and occurrence

of brucellosis in our territory in previous years up to the present.
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Ceska republika se jiz od roku 1964 fadi mezi zemé v nichZ bruceldza neptedstavuje
aktudlni riziko pro zdravi zvitat a lidi, 1ze ji tedy oznacit, jako zemi prostou nékazy. I ptestoze,
se onemocnéni na naSem uzemi v soucasné dobé nevyskytuje, v méné¢ pokrocilych zemi je
mozn¢é jej zaznamenat s velkym nartistem nakazenych. U nés se vyskytuje pouze v ojedinélych
ptfipadech, a to formou importované nakazy. Proto je nesmirné dilezité, aby se dané
onemocnéni neopomijelo, a dbalo se pfedevs§im na zvySenou opatrnost pii manipulaci se zvifaty
a jejich biologickym materidlem, ¢i jinym biologickym materiadlem.

Bruceloza je v Ceské republice sledovana a monitorovana veterinarnim dozorem. Ten
zajistuje vysetieni vSech zvitrat uréenych k chovu ¢i plemenitbé, kterd byla importovana ze
ttetich zemi, nebo zemi Evropské unie, které se nefadi mezi zemé prosté brucelozy. Jaké testy,
a jak dané onemocnéni vySetfovat v naSem staté urcuji Metodiky kontroly zdravi.

Tato bakalafskd prace se zamétuje na jednoho z hlavnich pivodci této zoondzy, a to na
Brucella abortus. Soustfedi se nejen na taxonomické =zafazeni patogenu, zakladni
charakteristiku, ale i na faktory virulence, kterymi bakterie plisobi na organismus zasazené¢ho
jedince. Detailné se také zamétuje na vstupni brany, které vedou k nakaze zvifete, klinické
projevy u dané¢ho druhu a pohlavi zvitete. Nasledné se vénuje moznostem pienosu na ¢lovéka
a klinickymi symptomy. Zminény jsou téZ moZnosti, vhodné pro diagnostiku dané bakterie.
V neposledni fad¢€ se prace zabyva moznostmi terapie a prevence. Na zaver je zde zaznamenana
soucasnd situace vyskytu na naSem uzemi, spolu s kazuistikou poslednich hlaSenych piipadi

bruceldzy u ¢loveka za poslednich deset let.
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1 Rod Brucella

1.1 Taxonomie rodu Brucella

Rod Brucella se fadi do ¢eledi Brucellaceae, fadu Rhizobiales. Bakterie tohoto rodu jsou
schopné infikovat Sirokou skalu savci od hlodavcet, pres delfiny, hospodarska zvirata az po
¢lovéka (Rajendhran, 2021; Leclercq et al., 2020).

Po nékolik let bylo do rodu Brucella fazeno pouze $est klasickych druht, ovSem
v poslednich letech bylo ze suchozemskych a motskych savci izolovano dalSich Sest druhd.
Dosud bylo rozpoznano dvanact druhti Brucella z nichz kazdy ma svou hostitelskou specifitu
(tabulka €.1), i pfesto, ze mohou infikovat i jina zvifata. Zastupci rodu Brucella, které
Vv soucasné dobé zname jsou B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.ovis, B. canis, B neotomae,
B. ceti, B. pinnipedialis, B,microti, B. inopinata, B. papionis a B vulpis. Z téchto zastupci jsou
pro Clovéka, z hlediska zoondzy, nejpodstatnéjsi B. abortus, dale B. melitensis, B. canis
a B. suis (Rajendhran, 2021; Leclercq et al., 2020; Liu et al., 2020; Zurovac Sapundzic et al.,
2022).

Obrazek 1 Brucella po obarveni dle Grama (prevzato z Anantha et al., 2019).
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Tabulka 1 Klasifikace druhii Brucella v zavislosti na hostiteli a rozdilu v patogenité (Upraveno dle Sabra et al.,

2021).
Zastupce rodu
Vnimavi jedinec Vyskyt
Brucella
krava, jak, velbloud,
B. abortus ] Celosvétove rozsifena
buvol, kojot
Asie, Latinska Amerika,
B. melitensis ovce, koza, velbloud Stfedomoii a nékteré staty
JiZzni Evropy
) USA, jihovychodni Asie,
B. suis prase, sob . '
Jizni Amerika
B. canis Pes Celosvétove rozsifena
B. ovis Ovce Celosvétove rozsirena
] Izolovan z lesnich krys v
B. neotomae Hlodavci .
Severni Americe
o ploutvonozci — mroz, _ _
B. pinnipediae Sporadicky lidsky patogen
tulen, lachtan
1zolovana od kytovcu _ _
B. cetaceae ' Sporadicky lidsky patogen
(delfin, velryba, svifiucha)
Ptipad hlaseny u abscesu
B. inopinata neni znam lidského prsu (rana po
implantatu)
o Pfipad b&hem epizootie v
B. microti Hrabos . .
Ceské republice (2001)
o ) Ptipad 13letého paviana
B. papionis Pavian
odchyceného v Tanzanii
) . Ptipad 2 liSek cervenych
B. vulpis liska obecna

v Rakousku
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1.2 Zakladni charakteristika rodu Brucella

Rod Brucella patii mezi gramnegativni fakultativné intracelularni, acrobni, nesporulujici
bakterie. Tyto bakterie se vyskytuji ve formé kratkych tyCinek jejichz velikost se pohybuje
v rozmezi 0,5—0,7 X 0,6 — 1,5 um. Bakterie rodu Brucella jsou uspofadany individualné, ziidka
se vyskytuji v parek, malych skupinach nebo jako kratké fetizky. Jsou nepohyblivé, netvori
bi¢iky a jejich pomnoZeni probihd pomalu za optimalni teploty 37 °C
a pH 6,6 — 7,4. Brucella spp. jsou bakterie, které pro svij rust vyzaduji bohaté kultivac¢ni
medium, aby byl podpoten adekvatni rist. Pii teploté v rozmezi 25 az 40 °C rostou na Brucella
agaru, Tryptozovém agaru, MacConkey agaru, Masopeptonovém agaru a na krevnim agaru.
Kolonie na kultiva¢nim médiu jsou malé, vypouklé s celym okrajem, existuji i odchylky, které
zavisi na kultivaénim médiu a kmenu bakterie (Rajendhran, 2021; Sabra et al., 2021; Saavedra
et al., 2019; Coloma-Rivero et al., 2022; Zurovac Sapundzic et al., 2022; Kumaresan et al.,
2021).

Jednotlivé druhy rodu Brucella jsou superoxiddismutaza pozitivni a katalaza pozitivni,
zaroven vétSina z nich je téz oxidaza pozitivni. I ptes to, ze se jednd o aerobni bakterie tak
mnohé druhy vyzaduji ke svému rustu pridavek CO.. Metabolismus rodu Brucella je pfevazné
oxidativni, zavisli pfedev§im na nizkomolekularnich zdrojich uhliku, kterymi jsou sacharidy
a aminokyseliny. Diky této skutecnosti lze pro identifikaci kmenl vyuzit jejich oxidacni
aktivitu vué¢i riznym aminokyselinam a sacharidim (tabulka ¢.2) (Saavedra et al., 2019;
Kumaresan et al., 2021).

Identifikace fenotypu pomoci biochemickych testti nebyla pritkazna pro vSechny druhy
rodu Brucella pro jejich vysokou podobnost. Jelikoz antigenni rozdily mezi Brucella spp. jsou
nepatrné, je rozliSeni jednotlivych druhti zaloZeno pfiblizné na 25 biologickych
a fyziologickych charakteristikach (fenotyp). Klasicka mikrobiologicka identifikace se provadi
na zakladé produkce H2S, naroki na COg, citlivosti na barviva (thionin a fuchsin), ureazové
aktivity (tabulka ¢.2), aglutinaci s monospecifickymi séry A a M, disociacnich testi
s krystalovou violeti a trypaflavinem a aglutinaci s hrubym brucelovym antisérem. Za posledni
desetileti bylo v diagnostickych laboratofich vyvinuto a zavedeno nékolik metod zalozenych
na PCR, které umoznuji prokazat ¢isté kultury brucel a odlisit jednotlivé druhy a biovary brucel,
jakoz i vakcina¢ni kmeny (Saavedra et al., 2019; Ali et al., 2019; Kurmanov et al., 2022; Tekle
etal., 2019).
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Tabulka 2 Uredzova aktivita a oxidacni metabolismus jednotlivych druhii Brucella

+ pozitivni, - negativni, V proménlivy (upraveno dle Saavedra et al., 2019).

B.
~_ B.abortus B. canis B. suis B. ovis
melitensis neotomae
L-Alanin + + \Y V \Y V
L-Asparagin + + - + \/ +
2 L-Glutamat + + + + \Y/ +
E‘ L-Arginin - - + - + -
2 DL-Citrulin - - + - + -
E L-Lysin - - + - \ -
DL-Ornitin - - + - + -
L-Arabin6za - + Vv + Vv -
D-galaktéza - + \Y + \Y -
>  D-riboza - + + Vv + -
=)
@ D-xyloza - \Y - - - -
S
&  D-glukoza + + + + + -
Isoerytritol + + \Y + + -
: : 5 : :
Ureazova aktivita 1 hodina 1 hodina ) 1hodina  5minut 7 dni
minut

1.3 Brucella abortus

Pres to, Zze se rod Brucella fadi mezi aerobni bakterie, existuji i druhy které pro svij
optimalni rast vyzaduji 5-10 % CO.. Mezi tyto druhy se pravé fadi B. abortus, ktera pro svij
rast vyzaduje 10 % CO: (Islam et al., 2019; Duncombe, 2020).

B. abortus je vyznamny pivodcem brucelozy u skotu, bizonu a buvoli. Jedna se
o0 fakultativné intracelularni patogen majici osm biovart a to 1 — 7 a biovar 9. B. abortus je
jednim z vyznamnych ptivodcii brucelozy u lidi ¢im se fadi mezi bakterie zptisobujici zoonozy.
B. abortus mize byt na cloveka prenesena piimim kontaktem s infikovanym zvifetem,
konzumaci masa z nemocnych zvitat ¢i konzumaci mléénych vyrobkd, které nebyly podrobeny

pasterizaci (Saavedra et al., 2019; Islam et al., 2019;).
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2 Faktory virulence

B. abortus muze infikovat mnoho typid bunék napt. epitelové bunky, makrofagy,
dendritické bunky a placentarni trofoblasty. Bakterie se nachazi a mnozi uvnitt hostitelskych
bun¢k, ve které tvoti vakuoly obsahujici brucelu (BCV). Tento rod neprodukuje zadné bézné
faktory virulence, mezi které se fadi kapsidy, cytolyziny, exotoxiny, pili nebo fimbrie,
vylucované protedzy, biciky, fagové kodované toxiny. Mezi faktory virulence, které jsou
u Brucella spp. zaznamenany patii lipopolysacharid, erytritol, ureazy, reduktazy oxidu
dusnatého, kataldzy, superoxid dismutazy, cyklickych-1-2-glukani a cytochromoxidazy

(Rajendhran J., 2021; Abdulkaliq et al., 2022; Adem a Duguma, 2020).

2.1 Lipopolysacharid

Jako vétSina gramnegativnich bakterii obsahuje vnéj$i membrana brucel LPS. LPS je
dalezitym faktorem virulence, pfi¢emz hraje klicovou funkei pro pfezivani tohoto patogenu
uvniti hostitele a pfi Gprave imunitnich reakci, coz umoznuje pretrvavani infekce (Pellegrini et
al., 2022).

Rod Brucella se vyznacuje dvoji morfologii kolonii (hladkou a drsnou). Morfologicky
hladké kmeny rodu Brucella obsahuji hladky LPS s O-fetézcem, jsou oznacovany jako S-LPS
a jsou mezi n¢ fazeny B. abortus, B. melitensis a B. suis. Morfologicky drsné druhy maji
nedostatek LPS s O-fetézcem, jsou oznacovany jako R-LPS a jsou mezi né fazeny B. ovis
a B. canis. Pro morfologii brucel obecné plati Ze druhy s drsnou morfologii vykazuji snizenou
virulenci nebo jsou oslabené, s vyjimkou druhti B. ovis a B. canis. Tyto dva druhy jsou pfirozené
drsné a virulentni. Oproti LPS jinych G- enterobakterii, jako jsou Salmonella spp. ¢i
Escherichia coli, vykazuje LPS brucel odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, coz ma za
nasledek odlisné biologické vlastnosti. Naptiklad nizkou endotoxicitu, nizkou schopnost
navodit imunitni odpovéd’ a zvySenou odolnost vii¢i degradaci makrofagy. Tyto vlastnosti maji
B. abortus a B. melitensis, které nejsou schopny aktivovat makrofagy ani komplement, pficemz
jejich endotoxicka aktivita je extrémné snizena (Abdulkaliq et al., 2022; Hull a Schumaker,
2018; Lopez-Santiago et al, 2019; Pellegrini et al., 2022).

V LPS Brucella spp. jsou tii hlavni slozky a to lipid A, oligosacharidové jadro a hydrofilni
polysacharidovy fetézec slozeny z O-antigenu (O-fetézec), ktery je dominantni imunitni
slozkou. Lipid-A B. abortus ma kostru tvofenou z diaminoglukézy (namisto glukosaminem)
s delsimi acylovymi skupinami (C18-C19, C28 spise nez C12 a C14), které jsou s jadrem

spojeny pouze amidovymi vazbami namisto amidovymi a esterovymi vazbami (obrazek ¢.2).
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Lipid A ptsobi na vrozenou imunitu a také na bunky, jako jsou monocyty nebo makrofagy.

(Hasan et al., 2021; Amjadi et al, 2019; Lopez-Santiago et al., 2019; Afshari et al., 2020).
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Obrazek 2 Schéma struktury LPS Brucella abortus
Lipid A B. abortus ma diaminoglukosovou kostru provazanou amidovymi vazbami s dlouhymi acylovymi skupinami
(C18-C19, C28), tim se lisi od klasického LPS E. coli. O-fetézec je N-formyl perosaminovy homopolymer (nahore vpravo).

Oligosacharidové jadro je tvoreno 3-deoxy-d-manno-2 oktulosonovou kyselinou, mannosou a glukosaminem (dolni cdst
vpravo) (upraveno dle Lapaque N. et al., 2005).

Specificky O-tfetézec LPS brucel umoziiuje bakteriim proniknout do hostitelské buiiky
prostiednictvim interakce s lipidovymi rafty na povrchu. Lipidové rafty jsou sloZeny
z cholesterolu a glykosfingolipida, které podporuji biologické procesy souvisejici
s membranou, jako je transmembranova signalizace a flize membran. Pfi interakci mezi
brucelami a lipidovymi rafty hostitelské buniky je podstatnou molekulou LPS, ktery miize
zabranit komplement zprostifedkované bakterialni 1yzi a apoptoze hostitelské bunky. O-fetézec
brucel taktéZ brani ukladani komplementu a aktivaci lektinové cesty komplementu (Pellegrini
et al., 2022; Jiao et al.,2021).

Vrozend imunita rozezndva mikroorganismy podle charakteristickych molekul, jako je
LPS lipid A (bioaktivni ¢ast LPS oznacovana téz jako ,.endotoxin), ktery prostfednictvim

receptorti Toll-like (TLR) indukuje prozanétlivé molekuly a malé GTPazy ze skupiny p47, jez

22



se podileji na kontrole intracelularnich patogeni. LPS u B. abortus vykazuje nizkou toxicitu
a bylo ptredpokladano, Ze jeho atypicka struktura zpomaluje imunitni odpovéd’ hostitele, ¢imz
podporuje vznik chronického onemocnéni. Lipid A bakterie rodu Brucella je disacharid
2,3-diaminogluko6zy nahrazeny C16, C18, C28 a dalSimi velmi dlouhymi acylovymi fetézci.
Tato specificka struktura je nedostate¢nym agonistou TLR4/ myeloidni diferenciac¢ni faktor
2 (MD-2), ktery brani rozpoznani receptory pro rozpoznavani vzorti (PRR) a hraje zasadni roli
béhem infekce. Studie ukazaly, Ze LPS bakterie rodu Brucella nevyvolaval zanétlivé reakce
systému, coz bylo pfisuzovano jeho Spatnému rozpoznavani pomoci TLR4/MD-2, ktery je
obecné povazovan za hlavni receptorovy komplex pro vazani a signalizaci LPS (Jiao et al.,
2021; Pellegrini et al., 2022; Lopez-Santiago et al., 2019; Roop et al., 2021).

Rozvétveni péti cukrit v jadru LPS brucel, které spojuje lipid A s O-fetézcem, je
syntetizovano mannosyltransferdzou. Bylo prokazano, ze jadro tvoii faktor virulence, jelikoz
mutanty wadC mannosyltransferazy zvysuji interakci s MD-2. To ma za nasledek vyssi
produkci cytokinll. Oproti tomu ztratou O-fetézce se vytvareji oslabené linie, které umoZiiuji
infikované bunice prenést vezikulu obsahujici brucelu do lysozomu, kde je bakterie
zlikvidovana. B. abortus je schopna se vyhnout tomuto mechanismu a tak zabranit
intracelularni smrti. To naznacuje, Ze postranni fetézec O LPS se podili na transportu vezikuly
obsahujici brucelu mimo lysozom. Kromé toho LPS B. abortus brani aktivaci komplementu,
¢imz se také vyhyba opsonizaci subkomponentem C3b. Toto snizuje rozpoznavani
fagocytujicimi buiitkami prostfednictvim receptort pro komplement. Navic zabrainuje tvorbé
anafylatoxinii C3a a C5a, coz brani nasledné prozanétlivé reakci (Pellegrini et al., 2022; Lopez-

Santiago et al., 2019).

2.1.1 Antigenni determinanty

U bunéénych stén brucel bylo zji§téno, Ze obsahuji unikatni LPS s O-antigenem tvofenym
neobvyklym cukrem, 4,6-dideoxy-4-formamido-a-d-mannopyran6zou (Rha4NFo), ve formé
dvou odlisnych fetézcl, zndmych jako antigen A a antigen M. Antigen A je tvofen pouze
a-1,2 navazanou skupinou Rha4NFo, ktera tvoii dlouhou vnitini sekvenci O-antigent, zatimco
krat$i antigen M ma za kazdymi ¢tyfmi jednotkami a-1,2 navazané d-Rha4NFo, které tvori
¢epicku O-antigenti. O-antigeny brucel jsou strukturné jedinecné, a to zpiisobuje jejich slozitou
sérologii. Jelikoz protilatky proti O-antigentim rodu Brucella jsou uzite¢né pro diagnostiku

infekcei, mélo by se pii tvorbe idealnich kandidati na vakciny vychazet z ochranného epitopu,
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ktery by nenarusoval diagnostiku. V soucasné dobé jsou k dispozici celobunécné vakciny, které
vyvolavaji tvorbu protilatek anti-A a M. Proto nelze infikovand zvirata odlisit od
vakcinovanych, nebot’ ob¢ produkuji protilatky specifické pro A i M. Antigen A je hlavnim
antigenem u B. abortus a B. suis, zatimco antigen M pievazuje u B. melitensis. Tyto antigenni
struktury predstavuji hlavni faktory virulence a jsou také cilem mnoha imunologickych testd
(Rohokale a Guo, 2023; Khurana et al., 2021; Hao et al., 2021; Duncombe, 2020; Priyanka
a Sk, 2019).

2.2 Erythritol

Erythritol je ¢tyfuhlikovy cukerny alkohol, ktery je metabolizovan a nasledné slouzi jako
zdroj energie a uhliku pro B. abortus a dal$i kmeny rodu Brucella. B. abortus ma v poslednim
trimestru t€hotenstvi silny tropismus k déloze, coz je ptevazné zpusobeno vysokou koncentraci
erythritolu a steroidnich hormont, které jsou produkovany placentou. Tento cukerny alkohol je
brucelami dale vyuzivan jako stimuldtor rustu, ktery uptednostnuji ptred glukézou. Pii
uvoliovani erythritolu z placenty do ob&hového systému dochazi k presunu brucel
z lymfatickych uzlin a k jejich migraci do reprodukénich tkani. Jako nové centrum infekce se
stava oblast choriovych klki, ty se na fetdlni stran€ placenty rozSifuji do kotyledonl. Zde se
brucela miize pomnozit do velice vysokého mnozstvi (10'® bakterii/gram tkan&) a vyvolat
prinik zanétlivych bunék, nekrozu trofoblastu, zanét cév a ulceraci alantochorionu.
V kone¢ném disledku dochézi k naruseni metabolické vymény mezi matkou a plodem, coz ma
za nasledek ztratu plodu (abort) (Roop et al., 2021; Hull a Schumaker, 2018; Xiao et al., 2022;
Huy et al., 2022).
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3 Patogeneze

K ptenosu brucel dochéazi bud’ pozitim, pies spojivku, vdechnutim a pies poranénou kizi.
Po priniku B. abortus jsou bakterialni bunky schopny ptezivat uvnitt nefagocytujicich nebo
fagocytujicich bun¢k hostitele. Mezi hlavni cilové bunky této bakterie patii makrofagy,
trofoblastické a dendritické bunky. Uvniti makrofagt a dendritickych bun¢k se patogen vyhyba
imunitni odpovédi hostitele, diky ¢emuz se mize mnozit a Sifit do dalSich tkani s vyuzitim
bunécného tropismu. Pokud se brucela vyskytuje u samic, které v prubéhu infekce zabieznou,
dostanou se bakterie do trofoblastu a mlééné Zlazy, ve kterych se velmi rychle mnoZzi
a vyvolavaji potrat. V pfipadé nebfezich zvifat se bakterie ddle mnozi a prostfednictvim
ruznych télesnych exkretl a sekretli se vylucuji do prostredi. Bakterie jsou Casto izolovany
z mléka, lymfatickych uzlin, sleziny a délohy. Nicmén¢ infikovany mohou byt i klouby, kosti,
mozek a oci. U samcl jsou bakterie béZné¢ izolovany z pohlavnich orgéni a ptfidruZenych
lymfatickych uzlin. Béhem ¢asné akutni faze se do spermatu vylu€uje znaéné mnozstvi bakterii,
ale pozdéji v chronické fazi vylucovani postupné klesa. K vylucovani bakterii dochazi
pravidelné po mnoho let nebo mize byt pieruSované. U samic se brucely dostavaji
prostfednictvim hematogenni cesty do placenty a nasledné do plodu. V alantoické tekutiné u
samic dochazi ke stimulaci ristu brucel, ¢imz se déloha a reprodukéni trakt téhotné samice
stavaji mistem bakterialni predilekce. Za dulezitou pficinu potratii u zvitat se povazuje zvysena
hladina erythritolu v placenté a plodové vodé, ktery se tvofi od patého mésice biezosti (Pal
et al., 2020; Khurana et al., 2021; Priyanka a Sk, 2019; Mustafa et al., 2023; Sarma a Singh,
2022).

Erytrofagocytujici trofoblasty se koncentruji v placentomu v blizkosti chorioalantoidni
membrany, coz vede k prasknuti bun¢k a naslednému vzniku viedi. K potratu tak dochazi
v disledku poskozeni zptisobené¢ho bakteriemi na placenté a také v disledkem hormonalnich
zmeén vyvolanych stresem. Protoze jsou brucely intracelularni patogeny, schopné prezivat ve
fagocytujicich bunikdch pomoci riznych mechanizmi k oslabeni imunitniho systému hostitele,
mohou Vv hostiteli piechazet z chronické do akutni formy a do formy pienasece (Khurana et al.,

2021; Mustafa et al., 2023).

3.1 Bruceloza zvirat
K nakaze zvifete brucelozou mize dojit n¢kolika riznymi cestami. Nejcastéji k ndkaze
dojde pies gastrointestinalni trakt (GIT), po peroralnim poziti bakterie z placenty, plodu

a vaginalniho ¢i d€lozniho vytoku. Dale se do téla bakterie dostava pies spojivku nebo pres
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dychaci ustroji po vdechnuti patogenu (Amjadi, 2019; Hull a Schumaker, 2018; Moreno
a Barquero-Calvo, 2020; Meng, Zhuging, 2020).

U bruceldzy jejiz pivodcem je B. abortus je inkuba¢ni doba rizné dlouha a maji na ni
vliv urcité faktory. Délka inkubacni doby zdvisi na stafi a pohlavi jedince, stadiu biezosti,
virulenci infikujiciho kmene, davce a zplisobu nakazy. Inkubacni doba se pohybuje v rozmezi
dvou tydnti do n€kolika mésicli, soucasné je nepiimo umeérna stadiu biezosti, nebot’ k potratu
obvykle dochazi v pozdni fazi biezosti. Jako je ovlivnéna inkuba¢ni doba onemocnéni tak
1 klinické projevy jsou danymi faktory do znacné miry ovlivnény. Obecné lze fici, Ze
u bruceldzy koz (B. melitensis), brucelozy prasat (B. suis) a brucelozy skotu (B. abortus) se
mohou u zvifat vyskytovat mastitida, pyrexie, slabé potomstvo a spontanni potraty (Hull
a Schumaker, 2018; Khurana et al., 2021; Amjadi, 2019; Moreno a Barquero-Calvo, 2020;
Aliyev et al., 2022; Tulu, 2022).

V porovnani s lidskou brucel6zou je charakteristickym znakem infekce spontanni potrat
u nakazenych prezvykavcl. Jednim z rozdilt, kterymi se jednotlivé druhy kontrastné lisi, je
ptitomnost sacharidu erythritolu, ktery hraje vyznamnou roli v tomto klinickém projevu
u zvifat. Erythritol, produkovany placentou biezich zvifat ma v kone¢ném dusledku vliv na
metabolickou vyménu mezi matkou a plodem, ktera vede az k potratu. Placentarni, fetalni tkané
a souvisejici tekutiny vyloucené pti potratech jsou hlavnim zdrojem ptenosu bakterie ve zvifeci
populaci. Samotné bakterie mliZzou Vv prostiedi pfezivat az jeden rok v zavislosti na pfiznivych
podminkach napt. vlhkost, teplota, sloZzeni pudy, plsobeni ultrafialového zateni (UV), atd.
Pokud u jedince nedojde k abortu mize nastat vertikalni pfenos na potomstvo a infekce tak
nadale pretrvava. Mlécné zlazy jsou cilovym organem brucel, ptes které je mozZno
prostiednictvim mleziva a mléka vyluovat Zivotaschopné bakterialni buiky. Tato cesta je
klicova pfi bruceloze €loveka v pfipadé konzumace nepasterizovanych mlécnych vyrobkl
z infikovaného jedince (Hull a Schumaker, 2018; Mustafa et al., 2023; Ferrero et al., 2020;
Sarma a Singh, 2022).

3.1.1 Klinické projevy u samic

Délka biezosti skotu je ptiblizné devét mésicl. U skotu infikovaného bakterii B. abortus
je hlavnim projevem infekce selhani reprodukce, které se projevi spontannim potratem mezi
patym a osmym mésicem biezosti. K potratu u infikovaného skotu dochézi obvykle jen v prvni
biezosti po infekci, ovSem jedinci mohou ziistat infikovani po cely zivot. U zvitat, ktera nejsou

biezi, mize byt po prvnim potratu onemocnéni asymptomatické. Pokud u jedince nedojde
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k abortu muze dojit k narozeni slabych potomku, ktefi zistdvaji ve stddé jako ptenaseci
(Lindahl et al., 2019; Hull a Schumaker, 2018; Khurana et al., 2021; Priyanka a Sk, 2019;).
Vyznamnym rysem onemocnéni je mastitida. M1é¢na zlaza i ptidatné lymfatické uzliny
jsou béznou nikou pro mnozeni brucel, které se takto vyhybaji imunitni obrané. Bakterie rodu
Brucella jsou vylucovany do mléka infikovanych krav v obdobi laktace. To predstavuje
sekundarni cestu pfenosu na vnimavé telata. Nicméné tato sekundarni cesta infekce je
zaznamenana snizena plodnost, endometritida, zadrZzeni plodovych obalii a hygromy kloubt

(Hull a Schumaker, 2018; Khurana et al., 2021; Sarma a Singh, 2022).

3.1.2 Klinické projevy u samci

V pripad¢ akutni infekce bykl jsou klinickymi projevy orchitida a epididymitida
jedné-li se o chronicky prib¢h infekce miize se u zasazeného jedince vyskytnout hygrom. Po
akutni zanétlivé fazi nasleduje v semennych vaccich chronicka faze se znac¢nou fibrinoidni
induraci. V téchto mistech vznikaji oblasti suché nekrdzy, které se obaluji fibrin6zni tkani, jez
se nakonec smrst'uje, takze varlata jsou ¢asto mensi nez normaln€. U nékterych ptipadi mize
dochazet ke zmékceni s tvorbou mekké fluktuujici 1éze, ktera obsahuje fidky hnisavy exsudat
(Khurana et al., 2021; Priyanka a Sk, 2019; Mustafa et al., 2023; De Macedo et al., 2019).

Ackoli B. abortus ovlivituje muzské pohlavni tstroji, piedpoklada se, Ze nakazené sperma
pii pfirozené plemenitb€ neni dostateCnou cestou pienosu. OvSem u byc¢iho spermatu, které je
vyuzivano pii inseminaci, existuje vyrazné riziko diky nitrodéloZznimu zavedeni spermatu
V porovnani s vaginalni aplikaci pfi pfirozené plemenitbé (Hull a Schumaker, 2018; Meng
a Zhuging, 2020; Pinn-Woodcock et al., 2023).

3.1.3 Klinické projevy u telat

Telata narozend v terminu mohou velmi brzy po narozeni uhynout. U novorozenych
a potracenych telat se objevuje fibrindzni pleuritida spojena s intersticialni pneumonii. Telata
se také mohou nakazit v raném obdobi vyvoje, ale az do dospélosti se u nich neprojevi zadné

ptiznaky nemoci (Khurana et al., 2021; Priyanka a Sk, 2019; Mustafa et al., 2023).

3.2 Patologie
Pii infekcich zpisobenych brucelou se u zvifat bézné vyskytuji granulomatdzni zanétlivé

léze, které jsou Casto patrné v lymfatickych tkdnich a organech s hlavnim zapojenim
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mononukledrniho fagocytarniho systému (MPS). Trvalé vyskyty a lokalizace bakterii v téchto
tkanich nasleduji po rozsahlém rozsifeni brucel v generalizované fazi infekce. Neplodnost
u samcl a potraty u samic jsou nasledkem lokalizace brucel v sam¢im a sami¢im pohlavnim
ustroji (Khurana et al., 2021; Mazlan et al., 2021; Pinn-Woodcock et al., 2023).

Zasazeni gravidni délohy skotu se vyznacuje charakteristickou nekrotickou placentitidou
(obrazek ¢.3). Ta miize byt rozséhla a akutni a mtze vést k ¢asnému tthynu plodu s ndslednym
potratem nebo k chronické ¢i subakutni placentitidé vedouci k pozdnimu potratu nebo porodu
mrtvého ¢i infikovaného telete. Placenty jsou zdufelé nebo piekrvené a pokryté lepkavym
hnédym nebo Zlutavym exsudatem, ktery saha hluboko do krypt (obrazek ¢.3 a ¢.4).
Interkotyledonarni oblasti jsou ztlustélé, ¢asto vypadaji téméi kozovité a Casto dochazi ke ztraté
pfirozeného nacervenalého zbarveni (obrazek ¢.3 a ¢.4). U abortovaného plodu se vyskytuje
zvétSeni sleziny a jater spolu s vyraznym nardstem tekutin v télni duting (obrazek ¢.5). Dale
pro n¢j muze byt typickd nepifitomnost ochlupeni ve ¢tvrtém az sedmém mésici vyvoje nebo
také muze byt abortovany plod pIn¢ vyvinut, bez charakteristickych zmén (Khurana et al., 2021;
Moreno a Barquero-Calvo, 2020; Mustafa et al., 2023).

Obrdzek 3 Déloha kravy infikované B. abortus

Déloha obsahuje mnohocetny fibrindzni exsuddat na povrchu karunkul. Rez povrchem placenty s fibrinéznim
nekrotickym exsuddatem a multifokalnim krvacenim (nekrotizujici placentitida) (prevzato z Neta et al., 2010).

28



Obrazek 4 Placenta kravy po abortu.

V interkotiledondrnich oblastech jsou nazloutlé kotyledony s malymi Zlutymi loZisky. (pFevzato z Millar a Stack, 2012).

Na plicich je patrna pneumonitida bronchopneumonického typu. U nekterych pfipada
dochazi k fibrinové exsudaci a ptekrveni, u jinych pfevazuje bunécna infiltrace bronchiold,
alveold, peribronchialni tkané a perialveolarni tkané (Khurana et al., 2021; De Oliveira et al.,
2022).

Obrazek 5 Obsah tekutiny v hrudni a biisni dutiné potraceného telete (pievzato z Ozen et al., 2021).
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Obrazek 6 Princip prrenosu brucelozy (upraveno dle Khurana et al., 2021).
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4 Bruceloza

Bruceldza je jednou z nejrozsifenéjSich zoondzou na svété a nadale predstavuje velky
problém pro veiejné zdravi, avSak podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) patii mezi
sedm nejvice opomijenych nemoci (Aliyev et al., 2022; Sabra, et al., 2021; Hull a Schumaker,
2018).

Jako prvni popsal ptivodce bruceldzy sir David Bruce v roce 1887 z jater zemielého
vojaka na ostrové Malta. Tenkrat jej oznacil jako Micrococcus melitensis. Teprve o deset let
pozdéji izoloval Bernard Bang bakterii Bacillus abortus, kterou na pocest sira Bruce oznacil
jako Brucella melitensis, respektive Brucella abortus. Klinicka brucel6za zvifat a lidi ma celou
fadu synonym, kter¢ se v riiznych castech svéta stale pouzivaji. Oznacuje se jako stfedomotska
horecka, undulantni horecka, maltské horecka, nakazlivé zmetani, Bangova nemoc, neapolska
horecka, krymské horecka a Corpsova nemoc. Toto onemocnéni je vyvoldno mikroorganismy
patiicimi do rodu Brucella, které se chovaji jako fakultativni intracelularni patogeny prasat,
prezvykavci a dalSich zvirat. Ackoli neexistuji spolehlivé udaje o celosvétové mire vyskytu
brucelodzy, jako celosvétovy odhad se obvykle uvadi 500 000 novych pifipadl rocné. Prestoze
doslo v mnoha zemich k vyznamnému pokroku v tlumeni nakazy, stale jsou oblasti, kde infekce
u domécich zvifat pfetrvava. V tomto disledku je pfenos ndkazy na ¢loveéka bézny, zejména
v severni a vychodni Africe, zemich Sttedomofi, na Blizkém vychod¢, v stfedni a jizni Asii
a ve Stredni a Jizni Americe. Diky této skutecnosti se vyskyt odhaduje na 5 000 000 az
12 500 000 nemocnych roéné a jen malo zemi je oficialné prostych této nakazy (Aliyev et al.,
2022; Sabra et al., 2021; Hull a Schumaker, 2018; Mirzaei et al., 2021; Buttigieg et al., 2018;
Almashhadany et al., 2022).
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Obrazek 7 Prirozent hostitelé a potencialni riziko zoondzy u kmenii rodu Brucella.
Otaznik znaci, zZe prirozeny hostitel pro B. inopinata neni znam. Prerusované Sipky oznacuji, Ze uvedené druhy Brucella
byly izolovany pri onemocneni ¢loveka, ale primy prenos z prislusného prirozeného hostitele na clovéka nebyl prokdazan. Druhy

Brucella oznacené modre jsou uzndavanymi piivodci zoonoz a tloustka plnych Sipek predstavuje relativni Cetnost, s jakou tito
hostitelé slouzi jako zdroj ndkaz pro clovéka (prevzato z Roop et al., 2021).

4.1 Klinické priznaky

Bruceloza postihuje lidi vSech vékovych kategorii bez rozdilu pohlavi. Bakterie rodu
Brucella jsou povazovany za bioteroristicky organismus. Vzhledem k nizké infekéni davce
10 — 100 bakterii, schopnosti perzistence v prostiedi, kdy je B. abortus schopna ptezivat az
114 dni ve vodovodni vod¢, rychlému pienosu riznymi cestami a v neposledni fad¢é pro
obtiznou 1écbu antibiotiky. Bakterie rodu Brucella Ize snadno ptevést do aerosolu a v téhle
form¢ dobie piezivaji (Kaden et al., 2018; Lai et al., 2021; El-sayed a Awad, 2018; Rathish
et al.,2022).

K infekci ¢lovéka dochazi ndhodné. Clovék se brucelézou snadno nakazi konzumaci
nepasterizovaného mléka a dalSich mléénych vyrobkl nebo nedostatecné tepelné opracovaného
masa nakazenych zvifat. Pfi ohnisku ndkazy v malém métitku mize dojit k ndkaze brucelou pfi
vykonu povolani u riznych zaméstnani, napf. u pracovnikii na jatkach, a to formou aerosolu
tekutin, penetraci, poranénim a postfikdnim sliznice. Na zdravi jsou ohrozeni chovatelé
a pastevci, ktefi pfichdzeji do kontaktu s potracenymi plody a placentami. Veterinarni 1€kafi

a technici byvaji obvykle infikovani nahodou pfti vakcinaci ockovaci latkou proti B. abortus
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kmenem S19 a B. melitensis nebo infikovanymi tekutinami pii diagnostice zvifat. Navic
vzhledem k tomu, ze bruceloza je jednou z nejvice rozsitenych laboratornich infekei, je tfeba
pii manipulaci s infikovanymi vzorky a kulturami dodrzovat nezbytna bezpecnostni opatieni.
K pfenosu z c¢lovéka na clovéka muze dojit krevni transfuzi, transplantaci organti nebo
vertikalnim pfenosem z matky na potomka prostiednictvim kojeni (Sabra et al., 2021; Buttigieg
et al., 2018; Lai et al.,2021).

Jakmile se bakterie dostanou do organismu, mistni profesionalni fagocyty, tedy DC,
neutrofily a makrofagy, internalizuji bakterie a piesunou se do nejbliz§ich drenaznich
lymfatickych uzlin. Tim dochézi k nésledné distribuci do riznych organii retikuloendotelidlniho
systému, vcetn¢ jater, kostni diené, sleziny a plic. Pro ¢lovéka predstavuje bruceloza
systémovou infekei a infikovan mize byt kterykoliv organ. Ovsem existuji i urcité predispozice
pro jatra a klouby a v niz§i mife i pro srdce a mozek. Projevy bruceldzy jsou riiznorodé, klamné
a Casto nespecifické a mohou se podobat jinym neinfekénim i infekénim onemocnénim.
U bruceldzy se vyskytuje cela fada klinickych projevii od asymptomatickych az po zavazna
onemocnéni. Inkubaéni doba se pohybuje v rozmezi 1 az 4 tydnii, nékdy vSak muze trvat i fadu
mesicl s pfiznaky nebo bez nich. Podle zdvaznosti a trvani pfiznaka se bruceldza déli na tii
klinické formy a to na akutni (po¢atecni 2 mésice), subakutni (2-12 mésicli) a chronickou (vice
nez 12 mésic). Subakutni forma se nevyznaCuje Zzadnymi vyraznymi piiznaky a je
diagnostikovéana na zéklad¢ pozitivniho sérologického vySetfeni. Je €astd u pracovniki jatek,
veterinaii a zeméd¢lct. U chronické formy se probihajici nemoc fadi do dalSich tii kategorii.
Prvni kategorie je relaps coz je onemocnéni projevujici se vysokym titrem IgG protilatek po
1é€be antibiotiky nebo také horeckou. Druhou kategorii pfedstavuje chronickéd lokalizovana
infekce, vyznacujici se stfidavou horeckou po dlouhé dobé a recidivou infekénich lozisek.
Posledni kategorii je pozdni rekonvalescence zde se miizeme setkat s pretrvavanim nekterych
ptiznakl bez horecky nebo jinych objektivnich ptiznakd. U vétSiny ptipadii se onemocnéni
projevi nespecifickymi ptiznaky, jako je nechutenstvi, poceni, horecka, ztrata chuti k jidlu,
lymfadenopatie nebo hepatosplenomegalie, hluboka svalova slabost ¢i bolestivost pohybového
aparatu. Pokud se infekce neléc¢i, mize dojit k vinitym horeckam v disledku opakujicim se
bakterémickym epizod, po kterych se objevuji nova infekéni loziska. Diky tvorbé téchto lozisek
muzZe dojit k postizeni specifickych tkani a orgdnd a zpusobit urogenitalni, neurologickeé,
osteoartikularni a kardiologické komplikace. Za nejcastéjSi komplikaci brucelozy je
povazovano osteoartikularni postizeni, kdy jsou nejcastéji zasazeny pateini a sakroiliakalni
Klouby. K typickym komplikacim brucelarniho postizeni patefe patii spondylitida

a spondylodiscitida. Dalsimi osteoartikularnimi projevy, av$ak s niz§i mirou vyskytu, jsou
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periferni artritida, burzitida, discitida, tenosynovitida a osteomyelitida. Vzacnou komplikaci
spinalni bruceldzy je epiduralni absces, ale pokud neni v¢as 1éCen, mize vést k trvalému
neurologickému poskozeni nebo 1 smrti. Pro ¢loveéka nejsou typické klinické potraty zptisobené
infekci bruceldézou. Proto Clovek piedstavuje konecného hostitele, nebot’ potraty piedstavuji
hlavni zpisob pfenosu bakterie, a to predev§im ve zvifeci populaci (Amjadi et al., 2019;
Gonzalez-Espinoza et al., 2021; Hull a Schumaker, 2018; Esmaeilnejad-Ganji a Esmaeilnejad-
Ganji, 2019; Zhang et al., 2019; Sargsyan et al., 2019).
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5 Diagnostika

Aby bylo mozné brucelézu tlumit a eradikovat, ma mimofadny vyznam jeji rychla
a presna diagnostika. V diagnostice brucelozy se pouzivaji dvé hlavni skupiny testd, testy
zjist'ujici imunitni reakci na jejich antigeny, a testy prokazujici piitomnost daného organismil.
V ramci sledovani a laboratorniho potvrzeni infekce zpusobené rodem Brucella lze pouzit
nékolik biologickych vzork. Odebrané vzorky lze vySetfit zmrazené €i Cerstvé odebrané
v laboratofi. Jako vzorky lze pouzit krev, mléko, vagindlni stéry, sperma, plodové obaly,
plodovou vodu, potraceny plod a uhynulé télo. V klasické mikrobiologické identifikaci kment
brucel se uplatfiuje morfologie kolonii, mikroskopicky vzhled, citlivost na bazicky fuchsin
a thionin, biochemické vlastnosti, jako je potfeba CO3, produkce H.S, metabolické vlastnosti,
sérotypizace a fagova typizace (tabulka ¢.3). V programech eradikace, kontroly a dozoru nad
ptezvykavci se bézné pouzivaji metody nepiimé diagnostiky. Imunologické testy jsou nezbytné
v rdmci kazdého kroku zisahu proti bruceldéze jako je hodnoceni prevalence, posouzeni
ucinnosti eliminacnich a kontrolnich opatfeni a potvrzeni eradikace nakazy prostfednictvim
dozoru. Pro diagnostiku bruceldzy lidi se z divodt velmi pomalého ristu bakterii rodu Brucella
in vitro vyuzivaji sérologické testy jako screeningové testy pro predbéznou diagnostiku

bruceldzy (Saavedra et al., 2019; Ducrotoy et al., 2018; Almashhadany et al., 2022).
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Tabulka 3 Charakteristické znaky jednotlivych druhii brucela a jejich biotypii
+ pozitivni; - negativni,; +/- variabilni (upraveno dle Giiven).
Citlivost na barviva
Potieba 10 % Produkce Bazicky AU
CO:; H.S fuchsin

b ¢ a b

Brucella spp Biotyp Thionin

Anti- Anti- Anti-

A M R

1 - - + + - + + - + -

B. melitensis 2 i 3 + o+ -+ o+ + - -
3 - - + + - + + + + -

1 +/- + + + - - - + - -

2 +/- + - - - - - + - -

3 +/- + + + + + + + - -

4 +/- + + + - - - - + -

B. abortus 5 ) ) + o+ - + o+ - + -
6 - - + + - + + + - -

7 - +/- + + - + + + + -

8 + - + + - + + - + -

9 - + + + - + + - + -

1 - + - - + + + + - -

2 - - - - - + + + - -

B. susis 3 ) 3 + 4+ o+ o+ o+ + - -
4 - - + + + + + + + -

5 - + - - + + + - + -

B. neotomae 1 ) + _ _ + + + - +
B. ovis 1 + ) + + ; + - - +
B. canis 1 ) ) } i} + + - - +
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5.1 Mikroskopické vySetieni
B. abortus jsou drobné (0,5-0,7 x 0,6-1,5 um), fakultativn¢ intracelularni, nepohyblivé,

pomalu rostouci, nesporulujici gramnegativni kokotyc¢inky (Di Bonaventura et al., 2021;
Bosilkovski et al., 2021; Handayani et al., 2022).

5.1.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni, k némuz se casto pfistupuje jako k prvnimu testu, vyuziva jako
zakladni barvivo krystalovou violet’ nebo methylenovou modf. Organizmy, které si zachovavaji
toto zékladni barvivo a pod mikroskopem se jevi jako purpurové hnédé¢, se oznacuji jako
grampozitivni organizmy (G+). Organismy, které neptijimaji primarni barvivo, vidime pod
mikroskopem cCervené a jednd se o gramnegativni organismy (G-). Zakladnim principem
barveni dle Grama je schopnost bakteridlni bunétné stény ponechat si barvivo krystalovou
violet béhem odbarvovani rozpousStédlem. G+ mikroorganismy obsahuji vétsi mnozZstvi
peptidoglykanu v porovnani s G- organismy, které maji nizky obsah tohoto polysacharidu ale
vys$si obsah lipidu v bunééné sténé. Na zacatku barveni vSechny bakterie pifijimaji krystalovou
violet’, avSak pfi pouZiti rozpoustédla se lipidova vrstva u gramnegativnich organismu rozpusti.
Po rozpusténi lipidové vrstvy G- bakterie ztraceji primarni barvivo. Naopak rozpoustédlo
dehydratuje bunécnou sténu G+ bakterii a uzavira pory, které brani difuzi komplexu fialové
barvy a jodu, a bakterie tak zlistavaji obarvené. Pti barveni gramnegativnich bakterii je
zasadnim krokem délka odbarvovani, poné€vadzZ delsi pisobeni odbarvovaciho ¢inidla mize
odstranit vSechna barviva z obou typu bakterii (Tripathi a Sapra, 2020; Staining, 2018;
Alkasher, 2020; Pal, 2021).

Dle Grama jsou bakterie B. abortus kokotycinky, které se barvi ¢ervené. To vypovida
o tom, ze B. abortus neni rezistentni vici alkoholu a ztraci primarni barvivo, poté miize barvivo

fuchsin/safranin proniknout do bunécné stény a dat ji cervenou barvu (Handayani et al., 2022).

5.1.2 Prikaz katalazy

Tento test je urcen ke zjisténi, jestli bakterie produkuji enzym kataldzu. Pozitivni reakce
je charakterizovéana tvorbou kyslikovych bublinek, které indikuji, Ze bakterie produkuji enzym
katalazu, ktery neutralizuje peroxid vodiku H2O> a rozklada jej na vodu (H20) a kyslik (O2).
Primarnimi producenty enzymu katalazy jsou fakultativni anaeroby a obligatné aerobni bakterie

(Ismail et al.,2018; Al-Joda a Jasim, 2021; Rahman et al., 2019; Bhalla et al., 2018).
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5.1.3 Prukaz oxidazy

Oxidazovy test pomaha identifikovat mikroorganismy, které¢ produkuji enzym
cytochromoxidazu. Pomoci tohoto testu lze rozliSovat mezi oxidaza-pozitivni skupinou
Pseudomonacea a oxidaza-negativni skupinou Enterobacteriacea. Cytochromoxidaza funguje
na zaklad¢ prenosu elektronti mezi donorem (elektronovy transportni fetézec) a akceptorem
(kyslik), piicemz koneénym akceptorem je voda. Elektronovy donor se pomoci
cytochromoxidazy oxiduje a jeho odstin se zméni na tmavé fialovy (Al-Joda a Jasim, 2021;
Aslantiirk, 2018; Evurani et al., 2019; Hossain et al., 2019).

Oxidaza pozitivni Oxidaza negativni

ASM MicrobeLibrary © Cathcart, Kramer, Shields

Obrazek 8 Interpretace vysledkii pritkazu oxidazy (upraveno dle Shields a Cathcart, 2010).

5.14 Dikaz ureazy

Uredzovy test se pouziva k identifikaci bakterii, které produkuji enzym uredzu. Ureédza je
enzym, ktery rozklada mocovinu na CO2 a NHs. Tato zkouska je zaloZena na zméné€ barvy
indikatoru fenolové Cervené, ktery je obsazen v Christensenovém uredzovém agaru, v diisledku
alkalizace média pii hydrolyze mocoviny. Na dané¢ medium se inokulac¢ni kli€¢kou naockuje
kolonie B. abortus a necha se inkubovat pii 37 °C, 10 % CO2 po dobu 6 hodin. U takto
pfichystan¢ho preparatu se kazdych 30 minut, aZ do uplynuti pozadované doby 6 hodin,
pozoruje vyvoj ruzového zbarveni, které znaci pozitivni nalez (Patel a Shah, 2018; Cui et al.,

2022; Omoregie et al., 2018; Al-Joda a Jasim, 2021).
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Obrazek 9 Srovnani vysledkii testu na Christensenovém uredzovém agaru (upraveno dle Brink, 2010).

5.2 Kultivace

Za "zlaty standard" laboratorni diagnostiky bruceldzy se povazuje kultivace, protoze rast
bakterii v kultivacnich mediich mtze slouzit jako jednoznaény prikaz infekce. Vybér vzorki
pro izolaci bakterie rodu Brucella se vétSinou fidi podle pozorovanych piiznaka. Zpravidla
zahrnuji vaginalni sekrety, mléko, vzorky tkan€ z vemene, genitalni a mlé¢né lymfy, zaludecni
obsah potracenych plodi, plodové obaly, hygromové tekutiny a dal$i. Zatimco u zvitat lze
bakterie rodu Brucella ziskat pfedev§im z infikované placenty, lymfatickych uzlin a mléka,
u Cloveéka jej lze izolovat z moci, mozkomiSniho moku a krve. Ke kultivaci bakterii rodu
Brucella je k dispozici Siroké spektrum kultivaénich médii a kazdé z nich ma své vyhody
i nevyhody. U kultivace tekutych vzorkt se obecné upiednostnuji bujony, kdezto pro kultivaci
ostatnich vzorkt 1ze pouzit pevna média s 2,5 % agaru. V ptipad¢ izolace pomalu rostoucich
druhii brucel se pouzivaji selektivni plidy, protoZze maji schopnost potlacovat rist vétSiny
komenzalnich bakterii a bakterii z prostfedi. Kolonie brucel se na médiu objevi po 2 az 30 dnech
inkubace a jsou prihledné, s hladkym povrchem a neporusenymi okraji. Mezi ¢asto pouzivana
média pro kultivaci brucel patii krevni agar (obrazek ¢.10), bramborovy agar, sérovy
dextrézovy agar, tryptdzovy agar, tryptdzovy sdjovy agar, brucella agar (obrazek ¢.11), Thayer-
Martintiv agar (obrazek ¢.12) a Farrellovo médium (obrazek ¢.13). Brucella agar je selektivni
médium uréené pro kultivaci bakterii rodu Brucella z diagnostickych vzorkd a jiného
potencidlné kontaminované¢ho materidlu. Toto kultivaéni médium obsahuje peptony, dextrozu,

mikroaerofilnich a anaerobnich mikroorganismii. Thayer-Martiniv agar predstavuje selektivni
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médium pouzivané pro izolaci patogennich bakterii rodu Neisseria, vcetné¢ Neisseria
gonorrhoeae a Neisseria meningitidis. Dale se toto médium vyuziva pro analyzu vzorki
obsahujicich smiSenou floru bakterii a hub. Zminéné médium obsahuje antimikrobidlni latky,
mezi které se fadi vankomycin (potlacujici riist grampozitivnich bakterii), nystatin (inhibujici
plisné) a kolistin, ktery inhibuje rist gramnegativnich bakterii s vyjimkou bakterii rodu
Brucella. Dale, Farrellovo médium je specialni selektivni médium uréené vyhradné pro
kultivaci bakterii rodu Brucella. Toto médium ve svém zakladu obsahuje antibiotika, ktera
inhibuji rist doprovodné mikroflory, kterou mohou byt plisn¢, dale 1 grampozitivni
a gramnegativni bakterie jiné néz Brucella spp (Di Bonaventura et al., 2021; Ducrotoy et al.,
2018; Ledwaba et al., 2020; Maha et al., 2021; Abaker et al., 2021).

Obrdzek 10 Riist B. abortus na krevnim agaru

Kultivace bakterii pri 37 °C, 5 — 10 % CO2 po dobu 3 — 5 dnil. Na krevnim agaru se bakterie B. abortus rostou jako
nehemolytické s hladkym, kulatym, vypouklym okrajem, priisvitné, medové barvy, s modravym leskem (prevzato z Al-Mossawy
et al., 2019; Najum, 2012).
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Obrazek 11 Ruist B. abortus na brucella agaru.

Kultivace bakterii pri 37 °C, 5 — 10 % CO2 po dobu 82 hodin. Bakterie B. abortus na brucella agaru rostou jako malé,
kulaté, lesklé, hladké nebo nekdy také hlenovité kolonie (prrevzato z Wang et al., 2018; De Nardi Junior et al. 2015, Shrimali
etal., 2017).

Obrdzek 12 Riist B. abortus na Thayer-Martinuv agar

Vzorek byl kultivovan anaerobné s 10 % CO2 pri 37 °C po dobu 3-5 dnii (prevzato z Maha et al.,2021; Parker, 2014).
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Obrdazek 13 Kultura B. abortus na Farrellové médiu.

Vzorek kultivovan na prislusném mediu pri 37 °C anaerobné s 10 % CO2 po dobu 2 tydnii (prevzato z Millar a Stack,
2012; Junior et al., 2017).

5.3 Serologické vySetreni

Sérologické testy maji vyznam pro sledovani, kontrolu a eradikaci ndkazy po celém svéte
a zaroven predstavuji nepfimou metodu detekce bruceldozy. Dané vySetfeni je zaméfeno na
detekci specifickych protilatek, které se v krvi zacinaji tvofit zhruba do tydne po infekci
bakteriemi rodu Brucella. Jako prvni se objevuji IgM, poté se za¢nou tvofit IgG. Tyto protilatky
se stanovuji v séru vySetfovaného jedince. Mezi bézn¢€ pouzivané testy pro sledovani bruceldzy
patii mléény krouzkovy test (MRT), komplement fixacni test (CFT), Rose Bengal test (RBT),
standardni aglutinacni test (SAT), imunoaglutinace, Coombsiv test a enzymova imunoanalyza
na imunosorbentech (ELISA) (tabulka ¢.4). K sérologickym testim se pouziva nékolik
antigentl, které se ziskavaji vétsinou z B. melitensis a B. abortus, pticemz k nepfimému
stanoveni fluorescencnich protilatek (IFA) se pouzivaji celobunééné preparaty. Nicméné
vétSina sérologickych testl pouzivanych pro laboratorni diagnostiku bruceldézy se déli na
metody zaméfené na kmeny s hladkym LPS (S-LPS) a na metody zamétené na cytosolové
proteiny (tabulka ¢.5). U sérologickych testt jsou v8ak dvé hlavni nevyhody a to je moznost
zkiizené reaktivity bakteridlnich antigent s nespecifickymi protilatkami a druhd je falesné

negativni, jestliZe je titr antigenu nebo protilatky velmi nizky. Aby se tyto nevyhody piekonaly,
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doporucuje Svétova organizace pro zdravi zvitat (OIE) spojit dva sérologické testy soubézné,
aby se zvysila citlivost pfi diagnostice infekce zpisobené brucelami (Di Bonaventura et al.,
2021; Naz et al., 2020; Khurana et al., 2021; Saavedra et al., 2019).

"

Tabulka 4 Seznam diagnostickych testii na bruceldzu: "piedepsané testy” jsou vyZadoviny OIE a "alternativni testy"
jsou vhodné pro diagnostiku ndkazy v mistnim prostiedi a mohou byt také pouzity pri vyvozu/dovozu zvirat po oboustranné
dohode.

Zkratky: (BBAT) test s pufrovanym brucelovym antigenem; (FPA) fluorescencni polarizacni imunoanalyza; (NH)
haptenovy test; (IFNA-y) interferon gama (upraveno dle Saavedra et al., 2019).

Nazev onemocnéni

Stanovené testy Alternativni testy
(puvodce onemocnéni)
Bruceléza skotu BBAT, CFT, ELISA, FPA, BBAT+NH, MRT, IFN-y
(B. melitensis, B. abortus) SAT, FPA, SAT
Bruceléza ovci a koz BBAT, CFT Brucellintv test, FPA, NH
(kromé¢ B. ovis)
Bruceléza ovci (B. ovis) CFT ELISA
Bruceldza prasat (B. suis) ELISA BBAT, FPA

Tabulka 5 Rozdéleni metod v zavislosti na zaméru stanoveni

Zkratky: (test 2-ME) test vyuzivajici 2-merkaptoethanol k eliminaci typu IgM a zanechani pouze izotypu IgG; (FRET)
test fluorescencniho rezonancniho prenosu energie, jenz znaci dany antigen a jeho komplementdrni protilatku odpovidajicimi
typy fluoroforii a méii mnozstvi energie pienesené po excitaci donorového fluoroforu proti S-LPS Brucelly; (FPA)
fluorescencni polarizacni imunoanalyza spociva v méreni rozdilu rotacni rychlosti malych molekul antigenu v roztoku,

oznacenych fluorochromem, a téhoz antigenu konjugovaného s jeho protilatkou, proti brucelarnimu S-LPS(vytvoreno dle Di
Bonaventura et al., 2021).

Metody zamérené na Metody zamérené na cytosolové
S-LPS proteiny
RBT
SAT
test 2-ME
Coombstv test ELISA

CFT
FRET

FPA
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5.3.1 Test na principu aglutinace

Rose Bengal test (RBT) je jednoduchou metodou diagnostiky bruceldzy. Spolu s Lateral
flow assays (LFA) lze snadno provést v mist¢ odbéru vzorku, ¢imz se znacné zkrati doba
potiebna k diagnostice. Pouzitim kombinované diagnostiky RBT a LFA je mozné vyuzit pro
presnou diagnostiku bruceldézy. RBT se provadi pomoci 8 % suspenze usmrcenych bunck
kmene B. abortus obarvenych barvivem Rose bengal a pufrovanych na pH 3,6-3,7. Metoda
RBT spociva v jednoduchém bodovém aglutina¢nim testu, pfi kterém se na desticce smisi
kapky antigenu obarveného Rose Bengal a séra. Kazda vznikld aglutinace znamena pozitivni
reakci. Vykon testu je jednoduchy a nevyzaduje technické znalosti ani specidlni laboratorni
vybaveni. Ackoli je test schopen poskytnout vysledky do 4 minut, séra s vysokymi titry
neaglutinujicich protildtek mohou k prokazani charakteristickych bakteridlnich shlukd nebo
typického okraje potifebovat az 8 minut. Zaroven se jedna o ucinny screeningovy test, ktery je
mozné pouzit jako diagnosticky test pro kontrolu jednotlivych zvitat ¢i stad a také u lidi. Toto
vySetfeni je efektivni pfi diagnostice akutni brucelézy u lidi a dosud je vyuZzivano pii
diagnostice chronickych piipadt. Metoda RBT je vysoce citliva, a to bez ohledu na stadium
infekce. Nicméné podobné jako vSechny testy, které detekuji protilatky proti LPS, mulze
poskytovat falesn¢ pozitivni vysledky. Falesné pozitivni vysledek mize byt u vakcinovanych
zvifat a u zvitat a lidi, ktefi jsou jiz imunizovani kmenem S19. Diky této skutecnosti je dilezité
kazdy pozitivni vysledek potvrdit dalsim testem, napiiklad SAT nebo CFT (Khurana et al.,
2021; Yagupsky et al., 2019; Saavedra et al., 2019; Bayu, 2018).

Obrazek 14 Priikaz protilatek proti Brucella spp. metodou RBT

1 Porzitivni kontrola, ktera se projevila tvorbou vlocek s projasnénou tekutinou (obrazek, Kristyna Voltrova,).
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5.3.2 Standardni aglutinacni test

Standardni aglutina¢ni test (SAT) pfedstavuje dnes nejbéznéjsi sérodiagnosticky test
pouzivany k diagnostice infekci B. abortus, B. melitensis a B. suis. Vzhledem k tomu, ze SAT
detekuje pouze protilatky proti S-LPS brucel, neni uzite¢ny pro diagnostiku onemocnéni
vyvolaného R-LPS druhem B. canis. Tento serologicky test je zalozen na sedimentaci
komplext IgM protilatek s antigeny B. abortus. Reakce je pomala, vzhledem k tomu, Ze
vyzaduje inkubaci pies noc pii 37 °C. Analyza SAT se provadi tak, ze se ve zkumavkach nebo
v jamkach mikrotitracni desticky smisi dvojkovym fedénim sérum pacienta s brucelovym
antigenem ziskanym z tepelné usmrceného kmene B. abortus. Po inkubaci a bez protiepani
zkumavek lze reakci odecist pouhym okem, pod lupou nebo za pouziti fluorescencniho svétla
a tmavého pozadi. Jestlize doSlo k aglutinaci, shluky komplext antigen-protilatka se usadi
a zanechaji Cisty supernatant. Pokud je vysledek testu negativni, zlistane suspenze nezménéna

a zakalena (Yagupsky et al., 2019; Saavedra et al., 2019; Khurana et al., 2021).

5.3.3 Enzymova imunoanalyza na imunosorbentech

ELISA jsou metody, které spo€ivaji v imobilizaci jedné z aktivnich sloZek na pevné fazi.
Pfevazna vétSina metod ELISA pouZivanych v diagnostice bruceldzy jsou nepiimé metody
ELISA (iELISA). IELISA jsou testy, pfi nichZ je antigen navazan na pevnou fézi, zpravidla
polystyrenovou mikrotitra¢ni desti¢ku, takZe protilatka, je-li ve vzorku pfitomna, se navaZze na
imobilizovany antigen a mtize byt detekovana vhodnym konjugatem antiglobulinu a enzymu.
P#i iIELISA jsou vSechny jamky mikrotitra¢ni desti¢ky potazeny (LPS) brucel. Odebrané vzorky
se nafedi a inkubuji v jamkach. Veskeré protilatky charakteristické pro bakterie rodu Brucella
pfitomné ve vzorku utvoii komplex LPS-protilatka a zlistanou navazany v jamkach. Do jamek
se po promyti piida konjugat proti hovézim IgG znacené peroxiddzou, ktery vytvoii komplex
antigen-protilatka-konjugat. Ke vzniklému komplexu se piida enzymovy substrat, ktery reaguje
se vzniklym komplexem vytvofenim modré barvy, ktera po zablokovani zezloutne. Intenzita
barvy urcuje miru protilatek pfitomnych v testovaném vzorku. Metoda vSak neni tak specificka
jako ostatni testy a nedokaze rozlisit protilatky stimulované vakcinou od protilatek vzniklych
pii infekci v terénu. Proto by mél byt povazovan spiSe za screeningovy nez konfirmacni test pii
testovani vakcinovanych stad u kterych se vyskytuji falesné pozitivni vysledky (Bayu, 2018;
Saxena et al., 2018; Saavedra et al., 2019; Legesse et al.,2022).

Jinou diagnostickou metodou je kompetitivni ELISA (cELISA). V tomto testu je antigen
brucel imobilizovan na desti¢ce stejné jako u nepiimé ELISA. Nasledn¢ se vySetfované sérum
spolu s monoklonalnimi protilatkami zaméfenymi proti epitopu na antigenu inkubuji pii 37 °C.
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Tyto monoklonalni protilatky proti brucelam jsou konjugovany s enzymem, jehoz pfitomnost
se zjisti, pokud se navaze na antigen. To nastane pouze v pfipadé, ze ve zkoumaném vzorku
séra neni protilatka, ktera se vaze prednostn¢ (Bayu, 2018; Saxena et al., 2018; Saavedra et al.,
2019).

5.4 Diagnostika zaloZena na polymerazové retézové reakci

Diagnostika zalozena na polymerazové fetézové reakci (PCR) byla v nedavnych letech
pfijata a velmi rychle nahrazuje standardni diagnostické testy v klinickych laboratotich. PCR
nejen detekuje, ale také dokaze ptesné rozliSit mezi akutni, subakutni a chronickou infekci
zaroven je mozné jej pouZit pro identifikaci a typizaci. Po¢ate¢nim a zasadnim krokem PCR je
izolace DNA, nebot’ jeji vlastnost mé zna¢ny vliv na citlivost metody. Krev pfedstavuje snadny
zdroj DNA ke stanoveni infekce zpisobenu rodem Brucella. Dale 1ze k detekci brucel pouzit
i fadu dalSich klinickych vzorkd vcetné séra, moci a synovidlniho, mozkomisniho nebo
pleuradlniho moku a hnisu. Pivodné byla pro urovani bakterii vyvinuta PCR. Stejn¢ tak se nyni
tyto postupy pouZzivaji pro identifikaci brucelozy klinickych vzorkl zvifat a lidi. Spolehlivou
technikou pro detekci brucelozy je pouziti jediného paru primert, kterd je zamétena na detekci
jedine¢ného genetického lokusu, ktery je spole¢ny v§em druhtim Brucella, jako je operon 16S
a 23S rRNA, inser¢ni sekvence IS711 nebo gen bcsp31. Pfi pouziti smési nékterych part
primerti pro zvétSeni geni BCSP31, OMP2B, OMP31, které¢ koduji vnéjs§i membranové
proteiny. Lze snadno detekovat ¢tyfi druhy brucel a to B. suis, B. melitensis, B. abortus
a B. canis. K prtukazu Brucella spp. lze pouzit jak konven¢ni, tak real-time PCR. Metody PCR
pouzité k detekci nékterych biovart B. abortus, jimiz se rozlisil kmen S19 a RB51 tak umoznily
vyuziti ockovani proti patogennimu kmenu B. abortus (Khan a Zahoor, 2018; Ur Rahman et al,
2019; Khurana et al., 2021; Saavedra et al., 2019).
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602 bp

Obrazek 15 Gelova elektroforéza poskytujici pozitivni vysledek na B. abortus

18711 PCR testu (602 bp) ze ziskanych kolonii z kultivacniho média a bujonu. Pas M predstavuje molekuldrni marker,
pas P pozitivni kontrolu, pas B1-B2 bujon, pas C kolonie a pas N negativni kontrolu (prevzato ze Rahman, 2019).
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6 Lécba a prevence

6.1 Rezistence B. abortus

Bakterie B. abortus mohou zistavat zivotaschopné ve zmrzlin¢ az jeden mésic,
v chlazeném mléce 10 dni, a v masle ¢tyfi mésice. Tato skute€nost mize byt snadno zvracena
a bakterie lze v potravinach usmrtit pasterizaci pii 60 °C po dobu 10 minut. Pro usmrceni
bakterie v prostiedi se vyuziva desinfekce 1 % fenolem po dobu 15 minut (Sawant et al., 2022;
Parija, 2023).

6.2 Lécba
6.2.1 Lécba hospodarskych zvirat

VSeobecné plati, Ze terapie zvifat infikovanych brucelou se nedoporucuje. Je to
zpisobeno piedev§im vysokou mirou netspésné 1écby, ndklady a potenciondlnimi problémy
plynoucimi z udrZzovani nemocnych zvifat v soucasném eradikacnim procesu. Lécba neni
vétSinou uspesna diky mezibunécné sekvestraci organismtl v mlécnych zlazach, reprodukénich
organech a lymfatickych uzlindch. Vzhledem k tomu je mélo pravdépodobné Ze by se 1écba
u zvitat provadéla. Pokud by ovSem nemocné zvite bylo 1é¢eno je zakladnim krokem lécby
vSech forem bruceldzy podani Géinnych antibiotik (ATB) a véasné zahajeni 1é¢by. Je-li to
povazovano za potiebné, tak jako U€innad 1écba se ukazala antibioticka kiira tetracyklinem
(TET), chloramfenikolem (CMP), streptomycinem (STR), gentamycinem (GEN) dale pak
kombinace rifampicinu (RIF) a doxycyklinu (DOX) preventivné po dobu 6 — 8 tydni. Protoze
je bakterie intracelularni parazit, upfednostituje se pouZiti kombinaci dvou nebo vice 1éku.
Cetnost onemocnéni miize b&hem prvnich Sesti mé&sicti po 1é¢bé dosihnout az 15 %.
Dlouhodobé podavani antibiotik miize napomoci piedchézet meningitidé, recidivé infekce,
osteomyelitidé a relapsu. Standardni rezim 1é¢by u dospé€lych zvitat zahrnuje intramuskularni
injekci 1 g streptomycinu (STR) po dobu 14 dnti a peroralni podani 100 mg doxycyklinu (DOX)
dvakrat denn¢ po dobu 45-50 dnti (Sawant et al., 2022; Bhave a Khillare; Bayu, 2018; Wareth
etal., 2022).

6.2.2 Lécba lidské brucelézy
Vzhledem ke slozité povaze onemocnéni, moznému relapsu, vedlejsim G¢inkim ATB
a vzniku rezistence, je 1éCba této infekce ndro¢nd. Nicméné se predpoklada ze dlouhodobé 1écba

ATB je pro zdravi ¢lovéka prospésna. Jako efektivni proti infekcei se v naprosté vétsing pripad
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jevi kombinovana 1éc¢ba antibiotiky, pfi¢emz vSak stav onemocnéni stale neztraci na vyznamu.
Ve zdravotnictvi se hojné pouziva nekolik béznych ATB, naptiklad tetracyklin, rifampicin,
sulfamethoxazol a trimetoprim (TRI), aminoglykosid, chinolon, streptomycin, chloramfenikol
a doxycyklin. Nejlepsich vysledka dosahla v uréitych piipadech aplikace antibiotik v urcitém
poradi. Obdobné byl popsan piipad, kdy se 1é¢ba doxycyklinem po dobu Sesti mésict, po niz
nasledovala 1é¢ba streptomycinem po dobu tii tydnt, ukazala jako velmi G¢inna proti bruceloze
u Cloveka. Z jiné studie vyplynulo, Ze jatrorrhizin v kombinaci s alkaloidem columbaminem
byly u¢inngjsi proti bruceloze zplusobené bakterii B. abortus pii srovnani s kombinaci
streptomycinu a rifampicinu. Standardem pro 1é¢bu lidské bruceldzy je jiz dlouho tetracyklin,
ktery se pacientovi podava kazdych Sest hodin po 500 mg. Tato terapeuticka davka je podavana
po dobu nejméné Sesti tydnd. Dle doporuc¢eni WHO se pii akutni formé brucelozy u dospélych
podava rifampicin v terapeutické davce 600 az 900 mg spole¢né s doxycyklinem v davce
100 mg dvakrat denné po dobu nejméné Sesti tydnti. Pro 1é¢bu bruceldzy u téhotnych zen se
vSak v bézné praxi pouziva 1éEba pouze rifampicinem a u déti se doporucuje kombinovana 1é¢ba
trimetoprimem a sulfametoxazolem. Napfiklad u subdurdlniho empyému komplikovaného
intracerebralnim abscesem zpiisobenym brucelovou infekci byla v Cing efektivné pouzita ATB
terapie ceftriaxonem (CTR), doxycyklinem a rifapentinem. Na zaklad¢ téchto poznatkt nékolik
zprav piredpoklada, ze kombinovana terapie rifampicinem a doxycyklinem po dobu sesti tydnt
je dostate¢na k eradikaci infekce zptsobenou rodem Brucella i souvisejicich komplikaci.
Uvedena kombinace doxycyklinu a rifampicinu byla rovnéz experimentalné ovétena. Tiebaze
je v praxi pouzivano n€kolik terapeutickych prostfedki, diky nimz je onemocnéni 1éCitelné, je
pro uplnou 1é¢bu bruceldzy zapotiebi ucinny terapeuticky prostiedek (Khan a Zahoor, 2018;
Bhave a Khillare; Erkyihun et al., 2022; Azimi et al., 2018; Meng et al., 2018; Kaya et al.,
2018).

6.3 Kontrola a prevence

6.3.1 Kontrola a prevence u zvirat

Cilem kontroly bruceldzy u zvitat je pfedevsim predejit vzniku onemocnéni, které ma
dopad na lidské zdravi, a snizZit ekonomické ztraty. Prevenci a kontrolu bruceldzy je mozno
uskute¢nit na zakladé pochopeni regionalnich a mistnich rozdilti v spolec¢enskych zvyklostech,
chovatelskych postupech, infrastruktuie a epidemiologickych vzorcich onemocnéni. Obvyklé
pfistupy ke kontrole bruceldzy zahrnuji hygienickou likvidaci potracenych plodi, plodovych

obalii a vykall s naslednou dezinfekci kontaminovaného prostoru, karanténu dovazenych zvitat
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arozhodnuti pro nebo proti imunizaci negativnich zvitat. Druhou dileZitou strategii pro tlumeni
je zkvalitnéni kontroly pohybu zvifat veterinarnimi pracovniky ve stddech i mimo né a zavedeni
vhodnych diagnostickych sluzeb. Sem se tfadi standardizace fizeni kvality diagnostickych
souprav/reagenci a vakcin (Bayu, 2018; Erkyihun et al., 2022; Elbehiry et al., 2018; Avila-
Granados et al., 2019).

6.3.2 Imunizace

Potlaceni brucelozy lze dosahnout pomoci vakcinace, ktera posiluje imunitu populace
vuci této nakaze, tudiZ minimalizuje riziko potratl a Sifeni infekce. Aktualné neexistuje zadna
ucinnd vakcina urcena pro lidské pacienty, tfebaZe pro hospodéiska zvitata je k dispozici
nékolik vakcin proti bakterii rodu Brucella. Navzdory tomu, Ze existuji ucinné vakciny
zabranujici Sifeni brucel6zy, nebyla tato choroba ve vétSiné zemi svéta vymycena. Existujici
vakciny maji nckolik nevyhod, naptiklad interference s imunitni odpovédi navozenou
diagnostickymi metodami, jiné zplsobuji potraty u biezich zvifat, zatimco imunita, kterou
vytvareji, nechrani oCkovany skot po cely jeho reprodukéni zivot. Aby mohla byt vakcina
pouzita musi spliovat ur€ité vlastnosti (tabulka ¢.6). Mezi bézné pouzivané vakciny proti
bruceldze zvitat patii Zivé neboli atenuované vakciny zbavené faktorti virulence (B. abortus
kmen 19, B. abortus kmen RB51, B. abortus 45/20, B. suis S-2, oslabeny kmen B. melitensis
kmen Rev.1 a surovy kmen B. melitensis M111), pticemz B. abortus kmen S19, B. abortus
kmen RB51 jsou nejcastéji pouzivané u vakcinace skotu (Gtowacka et al., 2018; Bayu, 2018;
Erkyihun et al., 2022; Lopez-Santiago et al., 2019; Khan a Zahoor, 2018; Saxena a Raj, 2018;
Gomez et al., 2018).
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Tabulka 6 Vlastnosti vakciny proti rodu Brucella (upraveno dle Lopez-Santiago et al., 2019)

Vlastnosti vakciny proti rodu Brucella

1. Musi byt vytvofena zivymi bakteriemi schopnymi vyvolat silnou imunitni odpovéd’ typu Thl.
2. Nesmi vyvolavat tvorbu protilatek, které by mohly interferovat s diagnostickymi testy
k odhaleni infikovanych zvifat, a to bez ohledu na zpiisob nebo davkovani a vek zvifat.

3. Musi se jednat o oslabeny kmen, ktery nevyvolava onemocnéni ani perzistentni infekci
u zvirat.

4. Musi byt pro ¢lovéka nepatogenni, coZ zabrani nahodné kontaminaci pii podani vakciny.

5. Musi navodit dlouhodobou imunitu pouze jednou davkou, aniz by zptsobovala potraty, a to
1 pfi podani bfezim samicim.

6. Pii pouziti posilovacich davek nesmi vyvolat tvorbu protilatek.

7. Musi byt stala a nesmi se vracet do virulentniho stavu in vitro nebo in vivo.

8. Musi byt cenove dostupna pro jeji masové pouziti a snadno vyrobitelna a podavana.

B. abortus S19

Uvedeny kmen byl pivodné izolovan roku 1923 z mléka. Kmen B. abortus S19 byl
izolovan ndhodné, poté co byl virulentni kmen ponechén rok pii pokojové teploté, behem ¢ehoz
doslo k deleci 720 bp v katabolickych genech pro erythritol. Jeho pouziti jako oCkovaci latky
u skotu zacalo v roce 1941. Kmen S19 je indikovany pro pouziti u telat, protoZze u dospélych
samcti zptisobuje epididymitidu a u bfezich samic je spojovan s potraty. Zivogichové oékovani
kmenem B. abortus S19 produkuji protilatky proti LPS, a to vzhledem k tomu, ze kmen se
vyskytuje v formé S (hladké), neni proto mozné rozliSit mezi zvifaty oCkovanymi timto
kmenem a pfirozené infikovanymi zvitaty. Noveé doSlo ke zjiSténi, Ze imunitni odpoveéd’ se lisi
mezi plemeny skotu, nebot’” plemeno Shawial reagovalo na vakcinu S19 méné nez kiizenci
(Moreno et al., 2022; Gheibi et al., 2018; Lopez-Santiago, 2019; Kumar et al., 2020; Jacob
a Curtiss, 2021; Chacon-Diaz et al., 2021; Shome et al., 2023).

B. abortus RB51
Piislusny kmen B. abortus RB51 byl ziskan postupnou subkultivaci virulentniho
hladkého kmene B. abortus 2308 na kultivaéni médium s rifampicinem a penicilinem (PEN),
kdy byl poté izolovan ve formé jediné hrubé kolonie. Tento kmen RB51 se vyskytuje v formé
R (drsné) a neni u ng piitomen polysacharidovy fetézec O LPS. Ma vysokou stabilitu

a nedochazi u néj k néavratu k virulentnimu kmenu vyskytujicimu se v form¢ S (hladké).
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Nepfitomnost O-fetézce tak neindikuje tvorbu protilatek, coz ndm umoziuje rozlisit mezi
pfirozen¢ infikovanymi a ockovanymi zvifaty. Zato vSak kmen vyvolava silnou bunécnou
odpoveéd’ typu Thl, kterd propiijcuje vysokou ochranou ucinnost. Takova ti€¢innost je zpisobena
navozenim odpovédi interferonu gama (IFN-y), ktera vede k aktivaci cytotoxickych
T lymfocytl, jez likviduji infikované buiiky, a zvySenim baktericidni aktivity makrofagu.
Zna¢nou nevyhodou je skuteCnost, ze byl vybran jako rezistentni k rifampicinu, nebot
v piipadé, ze nelze podat streptomycin, je antibiotikem prvni volby proti bruceléze (Gheibi et
al., 2018; Lopez-Santiago, 2019; Averaimo et al., 2022; Ghobrial et al., 2023; Olsen
a Boggiatto, 2022; Dorneles et al., 2021).

B. abortus 45/20

Jedna se o kmen odvozeny z izolovaného ve formé S ziskaného z infikované kravy (tzv.
45) v roce 1922. Po subkultivaci ptes morc¢e byl ziskdn kmen 45 a po 20 pasazich se izolovala
bakterie ve form¢ fenotypového projevu R; z tohoto divodu byl kmen pojmenovéan 45/20.
U tohoto kmene bylo nutné ho podavat inaktivovany zahiivanim spolu s adjuvans. Bohuzel
analyzy tykajici se ochrany a protilatkové odpovédi vykazovaly vysokou miru variability, coz
zpochybnilo G¢innost vakciny. Mimo jiné se u nékterych zvifat projevily alergické reakce v
misté vpichu vakciny. Kvili témto neptfijemnostem bylo vyuZiti tohoto kmene jako vakciny
pozastaveno (Lopez-Santiago, 2019; Maruf et al., 2019; Veselovsky et al., 2020; Stranahan
a Arenas-Gamboa, 2021).

6.3.3 Kontrola a prevence provadéna u lidi

Klicovym tkolem v endemickych oblastech je kontrola brucelozy. K tlumeni brucelozy
u Cloveka je zapotiebi tlumit onemocnéni zvifat a zamezit jeho pfenosu na ¢loveéka. Diky
dlouhodobym a nékladnym programtim vakcinace zvifat a pozd¢jSimu vybijeni infikovanych
zvitat se podafilo bruceléozu v malém poctu ekonomicky vyspélych zemi zvladnout nebo
dokonce vymytit. Pro prevenci nakazy lidi ma velky vyznam hygiena potravin, zejména
pasterizace mléka, mlécnych vyrobkd a sterilizace masa pied jeho konzumaci. Pokud Zivo¢isné
produkty urcené ke konzumaci Clovékem neprosli témito upravami neméli by byt vibec
konzumovany. Také pravidelna sterilizace laboratornich nastroji a laboratorniho nadobi by
vedla ke snizeni rizika infekce u pracovnika laboratornich klinik. Aby bylo mozné zvladnutou
takovouto nakazu, jako je bruceldza, je nutné vyzadovat ptistup "Jedno zdravi*. "Jedno zdravi"

ptredstavuje koncept zaloZeny na propojeni zdravi lidi a zvifat, rostlin a ekosystémil a prosazuje

52



spole¢né usili na mistni, ndrodni a globalni multidisciplindrni Grovni s cilem dosdhnout
optimalni trovné zdravi a spoluprace mezi riznymi obory pfi feSeni komplexnich zdravotnich
problému. Pro vyuziti tohoto konceptu v souvislosti s brucel6zou je mimotadn¢ dulezita piesna
identifikace zdrojii ndkazy a piiprava cilenych strategii pro tlumeni nakazy u zvirat. Existu;ji
ditkazy o tom, Ze v oblasti fizeni nadkazy muze spravny pfistup a ucinné zasahy vést k redukci
ptipadi brucelozy (Dadar et al., 2021; O’Callaghan, 2020; Ghanbari et al., 2020; Khan
a Zahoor, 2018; Bhave a Khillare).
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7 Vyskyt brucelozy v Ceské republice

Onemocnéni bruceloza je celosvétove rozsifené zoonotické onemocnéni, které je nejvice
zaznamenavané v takzvanych endemickych oblastech, mezi které se fadi Jizni a Stiredni
Amerika, oblasti okolo Stfedozemniho moie a Stifedni a Blizky vychod. Oproti tomu ve
vyspélych zemich, mezi néZ je fazena i Ceska republika, byla bruceldza u hospodatskych zvitat
vymycena zhruba pted 60 lety, diky zavedenym veterinarnim opatfenim. V soucasné dob¢ se
bruceldza lidi v Ceské republice omezuje na ojedinélé importované piipady, kdy k pienosu
doslo bud’ potfisnénim ocni spojivky ¢i potiisnénim klze télnimi tekutinami nebo exkrety
nemocnych zvifat, vdechnutim aerosolu, pozienim syrového mléka infikovanych zvifat ¢i
nepasterizovanych vyrobkt z n¢ho pfipravenych. V porovnani s mléénymi vyrobky je
konzumace mase vice bezpecna, kvuli nizkému obsahu bakterii. Mezi rizikové skupiny
ohroZeny profesionalni bruceldzou jsou feznici, oSetfovatelé dobytka, veterinafi a laboratorni
pracovnici. Velmi ojedinéli pienos je z matky na dité pti porodu ¢i pohlavnim stykem (Zhang
et al., 2021; Shojaei et al., 2022; Amonov et al., 2022; Vrablikova et al., 2020; Starek, 2019).

Piestoze e se v Ceské republice bruceldza jiz nékolik let nevyskytuje, lze se nakazit
v zahraniéi a v Cesku se tak nasledné miZze objevit jako importovana nakaza (obrazek ¢.17).
Piikladem, kdy byla bruceloza u €lovéka na naSem Gzemi zaznamenana je rok 2018. V tomto
roce se skupina ¢ty Ceskych turistli z Opavska, nakazila bruceldzou pfi cestovani po Arménii,
kde konzumovali nepasterizované mléko a mlé¢né¢ vyrobky z horskych farem. Jednalo se
pfedevSim o kozi mléko a mlécné vyrobky z néj vyrobené. Onemocnéni se u jedné
z postizenych osob projevovalo jako Uinava, bolest v kycli, nasledné horacka, bolest hlavy
a kasel, na zaklad¢ cehoz byla stanovena diagnostika zanét mozkovych blan. U pacienta byla
provedena symptomaticka 1écba, po niz bylo pozorovano zlepSenim zdravotniho stavy, ovSem
nedlouho poté doslo k relapsu. Kone¢nou diagnozu se povedlo stanovit koncem roku, kdy ve
spolupréci s veterinafi, byli provedeny testy na brucelézu bézné pouzivanych ve veterinarni
praxi. U zbylych pacientli byl priibéh onemocnéni mirnéjs$i a projevoval se pretrvavajici

unavou, ob¢asné zvysenou teplotou a bolesti kloubu. (Starek, 2019)
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Evidované pripady bruceldzy za obdobi
2013 - 2022 v Ceské republice
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Obrdzek 16 Graf zobrazujici evidované piipady brucelézy na iizemi Ceské republika v letech 2013 — 2022 (vytvoFeno
dle zdroje Infekce v CR — ISIN, 2022; Infekce v CR - ISIN, 2023).

7.1 Kazuistiky

7.1.1 Prvni pripad onemocnéni — Zena, narozena 1998

Prvni piipad onemocnéni byl zaznamenan u studentky vysoké Skoly narozené 1998.
V den 24.9.2018 byla Zena pfijata pro nespecifické ptiznaky, které pocitovala od 20.9.2018 na
infek¢ni oddéleni Slezské nemocnice v Opave. Priznaky, se kteryma byla doty¢na pfijata byli
teplota 38,5 °C, bolest hlavy, tinava, hypotenze a pocit slabosti. Pozdé&ji se ptidaly bolesti
nohou, bolesti pravého kycelniho kloubu, parestezie, vertigo a mirny kaSel s bolesti
v krku. Vysledky laboratornich vysetfeni vykazovaly znamky jaterni poruchy a nizkou hladinu
zanétlivych parametrii. Po vySetfeni mozkomiSniho moku byl pacientce diagnostikovan
asepticky zanét mozkovych blan (asepticka meningitida) a dne 11.10.2018 byla propusténa do
domaci péce (Vrablikova et al., 2020).

Dne 18.10.2019 musela byt pacientka znovu hospitalizovdna na infekénim oddéleni
Slezské nemocnice v Opavé, nebot’ po vysazeni 1€kl se u pacientky zacali znovu objevovat
zimnice, silné bolesti hlavy, teplota, tfes, bolest stehna, kycCle a patete. Opetovnym vySetfenim
byla potvrzena asepticka meningitida. Toto zjisténi mélo za nasledek zahajeni standardni 1é¢by
a usilovné patrani po potenciondlnim plivodci, 9.11.2018 byla pacientka pro zlepSeni stavu
z nemocnice propusténa (Vrablikova et al., 2020).

K opétovné znovu hospitalizovana do nemocnice doslo 14.11.2018 pro dalsi ataku
onemocnéni s pridruzenou kozni vyrazkou. Byla provedena lumbalni punkce, kterou se opét

potvrdil asepticky zanét mozkovych blan. Serologické testy, provedené na piipadné zoondzy
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vychazeli negativné. OvSem pro podezieni na jiny typ brucelozy, doslo k zahajeni spoluprace s
laboratoii Statniho veterinarniho tstavu (SVU) v Olomouci. V SVU byli provedeny metody
RBT, reakce vazby na komplement (RVK nebo téz CFT) a pomald aglutinace, které mély
pozitivni vysledek a tim se potvrdilo onemocnéni bruceldza (Vrablikova et al., 2020).

Po propusténi pacientky 14.12.2018 bylo zahdjeno epidemiologické Setieni, pomoci
kterého se zjistilo ze doty¢na absolvovala individudlni turisticky pobyt v obdobi
1.7.2018 — 18.7.2018 v Jerevanu (hlavni mésto Arménie), v Geghamskych horach, na zdpadnim
pobiezi jezera Serevan. Zde spolu se tiemi spolucestujicimi konzumovala nepasterizované ovci,

kozi, kobyli a kravské mléko a mlé¢né vyrobky od tamnich pastevci (Vrablikova et al., 2020).

7.1.2 Druhy pripad onemocnéni — Zena, narozena 1998

Druhym pfipad je zaznamenan u studentky vysoké skoly, narozené 1998, ktera cestovala
s prvni pacientkou. V tomto piipad¢ se od 26.10.2018 projevovali zdravotni potiZe typu slabost,
schvacenost, horecka az 40 °C obzvlasté¢ v pozdnich hodinidch a suchy kaSel. Na zacatku
listopadu doty¢né navstivila svého praktického 1ékafe. Ten diagnézu uzaviel jako ,,virdza“.
I poté potize u pacientky pretrvavali, a navic se ptidruzily dal$i zdravotni potize, jako jsou otoky
kotniki a bolesti kloubi. Byla hospitalizovana na infekénim oddé¢leni od 19.12.2018 do
21.12.2018 v nemocnici Vv Opave, kde se podafilo ve spolupraci s laboratoti Statniho

veterinarniho Gstavu cilené diagnostikovat onemocnéni brucelozou (Vrablikova et al., 2020).

7.1.3 Treti pripad onemocnéni — muz, narozeny 1963

Bruceldza byla pozorovana i u dalSiho spolucestujiciho prvni pacientky, a to muze
narozeného 1963. Ten od 18.9.2018 pocitioval bolest obou kolennich kloubti, pravého kotniku
a celkovou tnavu. V tomto ptipad¢ byl po cileném vysetfeni dne 19.12.2018 zaregistrovan

pozitivni nalez B. abortus (Vrablikova et al., 2020).

7.1.4 Ctvrty pFipad onemocnéni — Zena, narozena 1961

Posledni pozitivni na bruceldzu z této skupiny je sttedoskolska ucitelka a ucetni, narozena
1961. U této pacientky byly cilené dne 19.12.2018, SVU Olomouc provedeny serologické
vySetieni na brucelozu ovsem s negativnim vysledkem (Vrablikova et al., 2020).

Prvni pfiznaky onemocnéni se zaCaly objevovat 25.12.2018. Jako u ptedchozich piipadi
1 zde byl prvotnim symptomem celkova unava, dale doplnénd nezvyklymi intermitentnimi

bolestmi hlavy, vleklymi subferbriliemi do 37,8 °C (Vrablikova et al., 2020).
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V den 21.1.2019 se u pacientky znovu provedlo serologické vySetieni RBT a pomala
aglutinace. Tentokrat testy vysSli pozitivné ¢imz byla potvrzena bruceloza, kterou se vSak

nepodaftilo blize uréit (Vrablikova et al., 2020).
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8 ZAVER

Cilem bakalarska prace zpracované na téma Brucella abortus bylo bliz§i seznameni se
s jednou ze Ctyt bakterii, kterd se fadi mezi hlavni piivodce brucelozy. Ta se postupem casu,
diky veterinarnim opatienim, eradikacnim programiim a monitoringu ndkazy stala jednou
z opomijenych nékaz. Oviem kvili nedavnému vyskytu tohoto onemocnéni v Ceské republice,
kde se fadi mezi tzv. prosté nakazy, je dilezité se nad danym tématem pozastavit a znovu si
pfipomenout podstatné informace. I kdyz se v souc¢asné dobé onemocnéni na naSem Uzemi
bézné nevyskytuje, je mozné jej v ojedinélych ptipadech zaznamenat. Hlavni pfi¢inu vyskytu
pfedstavuje zejména konzumace mléka a mléénych vyrobki od zvitat chovanych v zemich,
v nichz tato bakterie predstavuje riziko pro lidské zdravi. Dle pouzitych zdrojii je mozné
dohledat vyskyt onemocnéni na nasem tizemi. Na zakladé nejnovéjsich informaci lze fict, ze az
na nékolik pfipadl se onemocnéni u nds v soucasné dob& nevyskytuje.

Dle dostupnych zdroju se Brucella abortus fadi mezi gramnegativni, fakultativné
intracelularni, aerobni, nesporulujici bakterie, vyskytujici se ve formé tyCinek. Ty vyuzivaji
celou skalu faktort virulence, pomoci nichz poskozuji organismus ptislusného jedince. V této
praci jsou popsany piedev$im dva hlavni faktory, které jsou pro bakterie rodu Brucella
charakteristické a zaroven maji souvislost s patogenezi a klinickymi projevy. U patogeneze je
prioritni se zamétit na moznosti pienosu, klinické projevy nakazy a patologické zmény u zvifat.
Zvitata, obzvlaste skot, predstavuji rezervoar onemocnéni pro ¢lovéka. Brucel6zou jsou nejvice
ohroZeni lidé, ktefi jsou s infikovanymi zvitaty kazdodenné v té€sném kontaktu, tedy zejména
veterinafi, chovatelé zvifat, zamé&stnanci jatek ¢i laboratorni pracovnici. V Ceské republice je
diky eradika¢nim programim toto riziko minimalizovano.

Vyznamnou kapitolu prace tvoti diagnostika, ktera pfedstavuje podstatnou slozku pro
tlumeni, eradikaci a v¢asné rozpoznani bakterie Brucella abortus. Diagnostickych vysetfeni,
ktera je mozno pouzit, je celda fada. Vhodnou diagnostickou metodu je mozné si zvolit
v zavislosti na vySetfovaném materidlu, presnosti a rychlosti stanoveni. Ze zdroji pouZitych ke
zpracovani této prace je patrné, ze velké mnozstvi metod 1ze povazovat za nepifesné, protoze
u zvifat nedokazou rozlisit vakcinované od infikovanych jedinct. Dle ziskanych informaci se
v praxi nejcastéji uplatiuji metody molekuldrné biologické. Pro diagnostiku onemocnéni hraje
taktéZ podstatnou roli anamnéza, kterd miZe byt v pfipadé nespecifickych ptiznakd voditkem
pro spravnou diagnostiku a ndslednou léc¢bu, nebo také prevenci.

Lécba je pomérné ndrocna, a to piredevSim z ditvodu uzivani antibiotik, kterd musi byt

podavana dlouhodobé a v dostate¢ném mnozstvi. U zvifat se 1écba neprovadi, kvili vysokym
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rizikim netspésné 1écby, vysokym nakladim na 1é¢bu, a naslednym udrzovanim nemocného
zvitete. Aby bylo mozné se nakaze vyhnou, ¢i jej Gplné vymytit, predstavuje zde kli¢ovou roli
prevence a kontrola. Prevence je podstatou zdravého chovu a tpIné eradikace.

Z uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze brucel6za vyvolana druhem Brucella abortus by
méla byt pro sviij kazdoro¢ni pocet nakazenych stale aktuadlnim tématem, které by se nemélo
opomijet. Zaroven je diilezité vefejnost informovat o skutecnosti, ze diky jeji vysoké odolnosti,

prezivani ve formé aerosolu a malé infek¢ni davce predstavuje vysoké riziko bioterorismu.
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