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ABSTRAKT

Paratuberkuldza je zptisobena Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
Nejvnimavéjsi k infekci MAP jsou telata mlad$i 6 mésici. K nakaZeni nejéastéji
dochazi vykaly, kontaminovanym mlékem a fekalné kontaminovanym krmivem
avodou. I kdyz vylu¢ovani MAP vétsinou nezacind dfive jak ve veéku 18 mésict,
ukazalo se, ze k vylu¢ovani MAP mize dojit jiz u velmi mladych telat. Klinické
pfiznaky (prijem a ztrata hmotnosti) se nejcastéji projevuji ve staii 3 - 6 let.
Onemocnéni konéi smrti postizeného zvitete v dasledku dehydratace a kachexie.
Subklinicky infikovani jedinci nevykazuji klinické ptiznaky paratuberkulozy,
ale vylucuji vysoké mnozstvi MAP ve svych vykalech. Mezi nejcastéji pouzivané
diagnostické laboratorni testy patii vySetfeni natéri obarvenych Ziehl-Neelsenem,
kultivacni metody, PCR a ELISA test. Paratuberkul6za je obtizné diagnostikovatelna
a nelécitelnd choroba, a proto je velice dualezité zavadét kontrolni programy v MAP
pozitivnich stadech a zabranit Sifeni onemocnéni do negativnich stad. V roce 2008
byl v CR vydan metodicky navod, ktery je zalozen pouze na diagnostice ELISA
testem a eliminuje pouze klinické formy nemoci ve stadé. MAP je casto davano

do souvislosti se vznikem Crohnovy choroby u lidi.

Kli¢ova slova: paratuberkuléza; MAP



ABSTRACT

Paratuberculosis is caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
Calves younger than six months of age are the most susceptible to MAP infection.
Infection is most commonly transmitted by faeces, contaminated milk and faeces-
contaminated feed and water. Although eliminating MAP is considered not to begin
before 18 months of age, it has been shown that also young calves can eliminate
MAP. Most clinical symptoms (diarrhoea and weight loss) occur between 3-6 years
of age. The disease ends with the death of the affected animal due to dehydration and
cachexia. Subclinically infected adult animals do not show clinical signs of
paratuberculosis, but eliminate high quantities of MAP in their faeces. Ziehl-
Neelsen staining, cultivation methods, PCR and ELISA test are the most commonly
used diagnostic laboratory tests. Paratuberculosis is difficult to diagnose and cure,
therefore it is very important to introduce and carry out inspection programmes
in MAP positive herds in order to prevent spreading the disease into negative herds.
In 2008, the Czech Republic released a methodological guide which is based solely
on diagnostic ELISA test eliminating only clinical forms of the disease in the herd.

MAP has been suggested as a possible cause of Crohn’s disease of humans.

Key words: paratuberculosis; MAP



SEZNAM NEJCASTEJI POUZIVANYCH ZKRATEK

CD Crohnova choroba (Crohn’s disease)

EMA Ethidium monoazid

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

HPC Hexadecylpyridinium chlorid

IS Vlozena sekvence (insertion sequence)

KVS Krajska veterinarni sprava

MAP Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
MN Metodicky navod

PANTA Sm¢s antibiotik (polymyxin B, amphotericin B, kyselina nalidixova,
trimetoprim a azlocilin)

PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PMA Propidium monoazid

SVS CR Statni veterinarni sprava Ceské republiky

VAN Smés antibiotik (vankomycin, kyselina nalidixova a amphotericin B)

gPCR Kvantitativni PCR (real time PCR)
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1 Uvod a cil

Paratuberkul6za je chronické onemocnéni skotu a ostatnich piezvykavcil, jehoz
puvodcem je Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis. Diky své dlouhé
inkubacni dobé, vysokym ekonomickym ztratdm, obtiznosti v¢asné diagnostiky
amozne souvislosti s Crohnovou chorobou wulidi je Vv soucasnosti jednim
z nejvyznamngjsich onemocnéni prezvykavciu. Do roku 1989 byl vyskyt tohoto
zéavazného onemocnéni na naSem uzemi zcela ojedin€ly a izolovany. Po roce 1989
oviem doznala nakazova situace v Ceské republice vyznamného zhorieni po &etnych
dovozech biezich jalovic, zejména holstynského plemene, z riznych stati predevsim
zapadni Evropy. | pfes zvySeny veterinarni dozor, ktery trval u vSech dovezenych
stdd dva roky, se nepodafilo v€as odhalit vSechna infikovana zvirata. V soucasné
dob¢ je stale vétsi kritika k metodam tlumeni paratuberkulézy skotu, kterou
vyvolavaji pochybnosti o spravnosti postupti eliminace této nebezpeéné nakazy
Unas. Dikazem této skutecnosti je Casto mnohaleté Usili, kterym se daii pouze
omezit vyskyt klinickych forem nékazy. Za hlavni pfi¢inu netspécht pii tlumeni
paratuberkuldzy se povazuje nerespektovani zékladnich poznatkli o patogenezi,
etiologii a diagnostice této nakazy. Prvofadym ptedpokladem efektivniho tlumeni

nakazy je spolehliva diagnostika.

Cilem bakalafské prace je vypracovat literarni piehled o paratuberkuléze u mlééného
skotu, seznamit se stouto nebezpeCnou nakazou, Sjejim Sifenim, patogenezi
a diagnostikou. Pokud se dobie seznamime s touto nakazou teoreticky, bude pak pro

nas jednodussi tyto poznatky aplikovat v praxi.
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2 Historie paratuberkul6zy

Uz v poloviné roku 1820 bylo stale Castéji zaznamenavano vysilujici stfevni
onemocnéni skotu, ale v této dobé nebylo dobie popsano a jeho pficina nebyla
zndma. DalSich sedmdesat let byla tudiz tato nemoc povazovana za onemocnéni

neznamé etiologie (Chiodini, 2005).

Vyznamnéjsiho pokroku dosahli v roce 1894 v Drazd’anech Dr. Heinrich Albert
Johne ajeho kolega z Bostonu Langdon Fronthingham, ktefi zkoumali stievo
a zaludek od uhynulé kravy, ktera trpéla stfevnim onemocnénim. Pov§imli si
zahusténé stievni sliznice a zvétSenych mezenterialnich lymfatickych uzlin (Manning
a Collins, 2010). Johne a Fronthingham dosli k zavéru, Ze pozorovana nemoc u kravy
byla zpusobena bakterii, ktera zptsobuje pta¢i tuberkulozu. Navrhli tedy jméno
,»pseudotuberculous enteritis“ (Manning a Collins, 2010).

V roce 1906 nemoc upoutala pozornost i danského veterinarniho lékafe Bernharda
Banga, ktery prokéazal, Ze infikovana zvifata nereaguji na antigeny pouzivané
pii tuberkulinaci a vyloucil tudiz puvodce tuberkulézy jako pfi¢inu zkoumané
choroby (Manning a Collins, 2010). Navrhl prozkoumané onemocnéni nazev
paratuberkuldza, tj. pfipominajici tuberkul6zu (Chiodini, 2005). V témze roce John
McFadyean, hlavni postava britského veterinarniho vyzkumu, vytvofil pro toto

onemocnéni nazev Johnova choroba (Johne’s disease) (Manning a Collins, 2010).

V roce 1910 se nezavisle na sob& podatilo Twortovi v Anglii a Holthovi v Norsku
izolovat puvodce nemoci. Diky izolaci pivodce a extraktu jeho antigent, byla
oteviena brana pro fadu experimentd tykajici se biologie a patogenity tohoto
organismu a rozvoje diagnostickych testd. Twort navrhl nédzev pro puvodce
Mycobacterium  enteriditis  chronicae  pseudotuberculosis  bovis  johne
(Chiodini, 2005). V roce 1923 byla zvetejnéna prvni Bergeyova ptirucka a nemoc
ziskala oficialni oznaCeni paratuberkuléza a jeji puvodce Mycobacterium
paratuberculosis (Chiodini, 2005). V roce 1990 Marie Thorel a jeji spolupracovnici
dosli k zavéru, ze M. paratuberculosis patii ke komplexu M. avium a navrhli proto

novy ndzev M. avium subsp. paratuberculosis (Chiodini, 2005).
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3 Plivodce paratuberkuldzy

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) je mala (0,5 x 1,5 um),
pomalu rostouci, acidoalkoholrezistentni, ty¢inkovita bakterie, ktera je kultivovatelna
pouze na zivné pudé obsahujici mykobaktin. Barvi se podle Ziehl-Neelsena (Collins,
2003a; Khol a Baumgartner, 2011).

3.1 Bunécna sténa

MAP ma silnou buné¢nou sténu tvoienou z 60 % lipidy (Rowe a Grant, 2006). Mezi
hlavni slozky patfi lipoarabinomannan, arabinomannan a mykolové kyseliny
(Tessema et al., 2001). Diky vysokému obsahu lipidi je buné¢na sténa
acidoalkoholrezistentni, coz znamena, Ze je slozité ji obarvit organickymi barvivy
a nasledn¢ je odolna k odbarveni kyselinami a alkoholem (Bhatt et al., 2007), dale je
hydrofobni a ma zvySenou odolnost vici chemikaliim (napt. chloru) a fyzikalnim
procesum (napt. pasterizaci) (Rowe a Grant, 2006). Vysoky obsah lipida v buné¢né
sténé je hlavni pric¢inou dlouhého piezivani MAP v prostiedi (Khol a Baumgartner,

wrwe

sténu (Rowe a Grant, 2006).

3.2 Genetika

Analyzy sekvence genomu MAP K-10 ukazaly, ze ma jeden kruhovy sled 4 829 781
bp (,,base pair pary bazi), s obsahem G (Guanin) + C (Cytosin) 69,30 %. Obsahuje
4350 otevienych ¢tecich ramct, 45 tRNA, 1 rRNA operon, 0 plasmida. MAP mé&
genom slozeny piiblizné z 1,5 % repetitivnich sekvenci, které zahrnuji celkem
58 vkladanych prvkt (Li et al., 2009). Analyza zjistila v K-10 genomu 17 kopii
vlozené sekvence 1S900, sedm kopii 1S1311 a tii kopie ISMav2. Dva nové objevené
IS prvky, IS MAPO02 piitomny v Sesti kopiich a IS MAPO4 pfitomny ve ctyfech
kopiich, mohou slouzit jako nové cile pro detekci MAP, nebot nejsou pfitomny

v jinych mykobakteriich (Li et al., 2005).
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3.3 Prezivani ve vnéjsim prostiedi a odolnost k vnéjSim

faktorim

MAP muze piezivat dlouhou dobu ve vnéjsim prostiedi. Rowe a Grant (2006);
Khol et al. (2010a); Khol a Baumgartner (2011) uvadeéji, ze MAP pieziva az 55 tydnd
ve vnéjsim prostiedi. MAP dokaze v hnoji skladovaném ve stinném misté ptezivat
az 55 tydna (Whitington et al., 2004; Khol et al., 2010a; Khol a Baumgartner, 2011).
MAP pieziva az 24 tydnl na travé, ktera vyrostla na pudé hnojené infikovanym

hnojem (Whitington et al., 2004).

Vysoka teplota, UV zafeni, nizké pH a vlhkost snizuji dobu piezivani MAP
ve vnéjsim prostitedi (Khol et al., 2010a; Khol a Baumgartner, 2011). Podle
Whitingtona et al. (2004) aplikace vapna do pudy a UV zafeni neovlivituji dobu
prezivani MAP.

Jiné studie se zabyvaji dobou ptezivani ve vodé. MAP piezivd az 120 tydna
v jezerech (Khol et al., 2010a; Khol a Baumgartner, 2011), 9 mésict V rybnice,
160 dni v fece (Baumgartner a Khol, 2006) av ptehradach az 48 tydni (Rowe
a Grant, 2006). Collins (2003a) uvadi, ze ve vodé pii neutralnim pH (7,0) byl MAP
pfitomen 17 mésic, ovS§em Whitington et al. (2004) tvrdi, Ze tato doba c¢ini
az 19 mésici. Dale je podle Collinse (2003a) doba piezivani pti pH 5,0 a pH 8,5 jen
14 mésicu, ale podle Whitingtona et al. (2004) MAP pieziva pti téchto hodnotach pH

az 17 mésict. Vyssi i nizsi pH vody tedy zkracuje dobu prezivani MAP.

Whitington et al. (2004) ve své praci zkoumali vliv teploty na dobu ptezivani MAP.
Zjistili, ze MAP pfeziva pii 15 °C 98-112 dni, pti 35 °C uz jen 21-28 dni a pfi
53-55 °C jen 1 den. Déle také zjistili, ze MAP pieziva v suchém plné zastinéném
prostiedi az 55 tydnt, kdezto v nezastinéném prostiedi je tato doba kratsi, coz je
pravdépodobné zplsobeno vyssi teplotou v nezastinéném prostiedi. Podle
Baumgartnera a Khola (2006) mize MAP zistat Zivotaschopny i pfi teplotach -14 ° C
po dobu delsi nez 1 rok.
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MAP je odolny proti béZznym dezinfekénim prostiedkim. Proti MAP jsou 0u¢inné
fenolové dezinfekéni prostfedky a dale pak komer¢ni dezinfekéni prostiedky
oznaceny jako "tuberkulocidni" (Collins, 2003a; Baumgartner a Khol, 2006).

3.4 Hostitelé

Mezi nejcastéji infikované druhy zvitat patii prezvykavcei (skot, ovce, kozy, jeleni,

losi, antilopy, bizoni atd.) a velbloudoviti (Collins, 2003a).

Infekce MAP byly popsany také u monogastrickych druht, jako jsou divoka prasata,
ptaci (Alvarez et al., 2005), mysi, krysy, zajici, lisky (Florou et al., 2008), kralici
(Judge et al., 2005), medvédi a primati (Klee, 2006). MAP byl také hlasen u koni
amul (Li et al., 2009). Na rozdil od pfezvykavci vsak monogastrické druhy

nevykazuji klinické pfiznaky paratuberkul6zy (Khol a Baumgartner, 2011).

MAP byl rovnéz izolovan ze stievni tkdn€, z matefského mléka i krve lidi stizenych

Crohnovou chorobou (Fixa et al., 2010).

3.5 Zpusoby nakazeni a Sifeni plivodce ve stadé

Do vétsiny stad se MAP dostane nadkupem infikovanych asymptomatickych zvifat
(Khol a Baumgartner, 2011). Za pravdépodobnou je povazovana také cesta pienosu
semenem (Khol et al., 2010b). Mozny je i pfenos z divoce zijicich druht zvifat, ktera
mohou svymi vykaly kontaminovat pastviny pouzivané pro skot. Tyto pastviny
mohou byt kontaminovany volné zijicimi piezvykavci, jako jsou jeleni (Cervus
elaphus), danci (Dama dama), mufloni (Ovis musimon) a srnci (Capreolus
capreolus) (Kopecna et al.,, 2008). MAP byl ale izolovan i u nékterych
nepiezvykavych volné zijicich druhd. Nejvétsi riziko pfenosu ztéchto zvifat
predstavuje kralik (Oryctolagus cuniculus) vzhledem k vyssi promofenosti (Judge et
al., 2005), oviem v Ceské republice spise divoka prasata (Sus scrofa), nebot’ jejich

populace jsou zde velmi vysoké (Kopecna et al., 2008).
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K infekci MAP dochazi nejéastéji u telat mladSich 6 mésict, nebot’ tato jsou k infekci
nejvnimavéjsi (Windsor a Whittington, 2010). Infikovan mize byt i dospély skot
(Khol a Baumgartner, 2011), ale ten jiz neni K infekci tak citlivy, protoze funkéni
bachor u dospélych zvifat pravdépodobné negativné ovliviiuje MAP (Windsor
a Whittington, 2010).

Nejvyznamnéj§i  cestou  infekce je  fek@lné-oralni  pfenos  napiiklad
z kontaminovaného prostiedi, krmiva, vody a vemene (pokud tele pije od matky)
(Baumgartner a Khol, 2006; Windsor a Whittington, 2010; Khol a Baumgartner,
2011). Zdrojem infekce muze byt i mlezivo a mléko od asymptomatickych krav
(Baumgartner a Khol, 2006; Windsor a Whittington, 2010; Khol a Baumgartner,
obecné povazovana za nizkd (Windsor a Whittington, 2010). Meta-analyticka studie
prokazala, ze pravdépodobnost narozeni infikovaného plodu u subklinicky nemocné
kravy je 9 %, zatimco u kravy sklinickym onemocnénim 39 % (Whittington
a Windsor, 2009). Hasonova et al. (2009) izolovali MAP ze dvou ploda (11,1 %)
z celkovych 18 pochazejicich od 16 infikovanych krav (dvé kravy porodily
dvojcata). U jednoho plodu byl MAP izolovan z jater a dokonce i ze stievni sliznice.

Tento plod pochazel od matky, kterd méla masivni infekci MAP v mnoha tkanich.

U infikovaného skotu dochazi k vylu¢ovani MAP ve vykalech do vnéjsiho prostiedi
vétSinou az u zvifat starSich 18 mésicti (Khol a Baumgartner, 2011), coz mize byt
zpusobeno riznymi stresovymi faktory spojenymi praveé s timto vékem (napt. prvni
porod, prvni laktace) (Windsor a Whittington, 2010). Ukazalo se vsak, ze jiz i velmi
mlada infikovana telata mohou vylucovat MAP ve vykalech a mohou tedy ptisobit
jako zdroj infekce (Bolton et al., 2005; Weber et al., 2005; Baumgartner a Khol,
2006). Hasonova et al. (2009) ve svém vyzkumu prokazali vylucovani MAP vykaly

U pétimesicniho telete.
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4 Patogeneze

Primarnim mistem infekce MAP je kycelnik (ileum) (Baumgartner a Khol, 2006).
MAP prochazi stievni slizni¢ni bariérou pies M-buriky, které se nachazeji v epitelu
lezicim na Peyerovych placich (Tessema et al., 2001). MAP obsahuje bilkovinu
fibronektin, M-bunky zase bilkovinu integrin. Vznik vazby mezi témito bilkovinami
umoziiuje prostup mykobakterii do M-bunék. Tento vnikly antigen je poté
fagocytovan makrofdgem (Woo a Czuprynski, 2008). Makrofdgy se snazi
mykobakterie zni¢it pomoci fagolysozomu. Lysosomélni vakuoly obsahuji silné
hydrolytické enzymy (Woo a Czuprynski, 2008). Mykobakterie dokazi zabranit
enzymatickym a toxickym utokim uvnité makrofagt, napt. lipoarabinomannan je
silny inhibitor aktivace makrofagt (Tessema et al., 2001). MAP tedy nakonec uvnitf
makrofagh muize piezivat a mnozit se. Makrofdg se Casem protrhne a MAP
se dostane do okolni tkan¢ (Tessema et al., 2001). Uvniti makrofagi muze MAP
migrovat i do mezenterialnich miznich uzlin a pfes ductus thoracicus se dostava
i do krevniho fecist¢ (Baumgartner a Khol, 2006), a proto je mozné pozdéji

detekovat MAP i v mlé¢né zlaze, v plicich a v jatrech (Fecteau a Whitlock, 2010).

V ranych féazich infekce imunitni systém reaguje na invazi naborem vét§iho mnozstvi
makrofagli alymfocytl do mista infekce. Makrofagy se spoji a tvoii velké
vicejaderné buriky. V disledku téchto procesti dochazi v pribéhu let k viditelnému
zahuStovani stfevni stény, slizniéni povrch se stava vlnitym a zrnitym, hovotfime
0 granulomatoznim zanétu. V poslednich fazich této infekce zvite za¢ne produkovat
cirkulujici protilatky proti MAP, které ale neposkytuji ochranu proti mnozeni
mykobakterii. Detekce protilatek byva indikatorem bliziciho se propuknuti

klinickych ptiznakii onemocnéni a event. nasledného tumrti (Collins 2003b).
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5 Klinické priznaky

V dasledku dlouhé inkubacéni doby se prvni klinické ptiznaky paratuberkuldzy, jako
je prijem a ztrata hmotnosti, obvykle neobjevuji pfed dovrSenim druhého roku Zivota
(Khol a Baumgartner, 2011), K jejich propuknuti ve vétsiné piipadt dochazi ve stafi
3 - 6 let (Baumgartner a Khol, 2006).

Paratuberkul6za probiha u mladych jedinct do 2 let véku latentné (Wiszniewska-
Laszczych et al., 2010). Dochazi u nich k ob¢asnému vylu¢ovani MAP ve vykalech.
(Fecteau a Whitlock, 2010). Nasledné onemocnéni piechazi do tzv. subklinické faze.
V této fazi nedochazi k projevim klinickych piiznakd paratuberkuldzy, ovsem
jedinci mivaji jiné zdravotni problémy, jako jsou poruchy plodnosti, onemocnéni
mlécné zlazy a koncetin. Z téchto duvodu jsou zvifata jiz Casto vyfazena ze stada
(Fecteau a Whitlock, 2010). U zvifat v této fazi dochazi k vylu¢ovani vétsiho poctu
MAP ve vykalech (Wiszniewska-Laszczych et al., 2010) a tito ptisobi jako “skryti

prenasec¢i” (Khol a Baumgartner, 2011).

Doba od subklinické faze az do propuknuti prvnich klinickych ptiznakt je velmi
variabilni a je pravdépodobné ovlivnéna celou fadou faktort, které mohou zahrnovat:
vék v dob¢é nakazeni, davku MAP pii nakazeni, genetické faktory hostitele
apuvodce, faktory zivotniho prostfedi, nutri¢ni faktory a rizné stresové faktory
(Fecteau a Whitlock, 2010). Paratuberkuléza se postupné zacne projevovat
nepravidelnym prijmem, poklesem hmotnosti a to i pfes to, Ze pfijem krmiva zlstava
neovlivnén. Postupné se rozviji vyhublost az kachexie. Tepova frekvence, dechova
frekvence a teplota jsou normalni. Snizuje se i produkce mléka (Fecteau a Whitlock,
2010; Wiszniewska-Laszczych et al, 2010). S rozvojem nemoci dochazi
k chronickému prijmu. Zvifata jsou vyhubla a velmi slaba. Dalsim klinickym
ptiznakem je intermandibularni edém (“lahvovita celist”). Paratuberkul6za
je nelécitelna a dochazi tedy nakonec k umrti v dusledku dehydratace a kachexie
(Fecteau a Whitlock, 2010; Khol a Baumgartner, 2011).

Pribéh nemoci byva rozdélovan do 4 etap (Fecteau a Whitlock, 2010; Khol
a Baumgartner, 2011) (Tab. 1).
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Tabulka 1: Piedpokladana prevalence paratuberkulézy ve stadé s jednim

klinicky nemocnym jedincem

Etapa Typ infekce Pocet zvirat
Ticha infekce telat nebo
I mladého skotu (latentni 15-25
stadium)
" Skryti dospéli prenaseci 6.8
(subklinickéa faze)
Il. Klinické onemocnéni 1-2
. Pokrocilé klivni’cké 1
onemocneni

Zdroj: Fecteau a Whitlock (2010)

6 Diagnostika

Klinické ptipady paratuberkuldzy lze vétSinou diagnostikovat na zékladé klinického
vySetfeni, anamnézy nebo pitevnich nalezii. Pokud chybi klinické symptomy, je
nutné pouzit laboratorni testy pro vylouceni nebo potvrzeni diagnozy. Bohuzel dnes
nejsou Kk dispozici zadné laboratorni testy pro diagnostiku paratuberkul6zy s vysokou
senzitivitou a specificitou. Diagnostika paratuberkul6zy je u subklinicky nemocného

skotu problematicka (Khol a Baumgartner, 2011).

Pouzivané laboratorni testy lze rozdé€lit na pfimé metody, jako je napiiklad vySetieni
natéri obarvenych Ziehl-Neelsenem, kultivacni metody a Polymerase Chain
Reaction (PCR), a nepiimé metody, které vyhodnocuji imunitni odpovéd’ organismu,
jako je Agar Gel Immunodiffusion (AGID), Complement Fixation Test (CFT)
a Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Baumgartner a Khol, 2006; Khol
a Baumgartner, 2011). Diagnostika je v§ak obtizna u mladych zvifat a zvifat v raném
stadiu infekce. Volba vhodného diagnostického nastroje, kombinace piimych

vvvvvv

k uspéchu pfi diagnostice paratuberkulozy (Khol a Baumgartner, 2011).
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6.1 Pfimé metody

6.1.1 Barvenidle Ziehl-Neelsena

Detekce MAP ve vykalech pomoci Ziehl-Neelsenova barveni piedstavuje levny,
rychly a snadny zpusob jak potvrdit diagnozu klinickych pfipada paratuberkulézy.
Bohuzel tato metoda méa nizkou senzitivitu pro odhaleni subklinicky infikovanych

zvirat (Khol a Baumgartner 2011).

6.1.2 Bakterialni kultivace

Bakterialni kultivace vzorktu je povazovana za ,zlaty standard“ pro detekci MAP
(Slana et al., 2008b). Specificita kultivace vykala dosahuje 98 % a senzitivita 70 %
uskotu sklinickou paratuberkulozou. Senzitivita vSak klesa na 23-49 %
u subklinicky nemocnych jedinct. Pro sniZzeni nékladii na bakterialni kultivaci lze

ptipravit smésny fekalni vzorek az od 5 krav (Khol a Baumgartner, 2011).

Kultivovany materiédl (vykaly, tkané, mléko atd.) musi byt vzdy dekontaminovan
za ucelem inhibice ptitomné mikroflory (Whittington, 2010). Ackoliv je MAP k této
dekontaminaci relativné odolné, piece jen dochazi k poskozeni mnoha bakterialnich
bunék, a tedy pro uspéSnou kultivaci musi byt ve vySetfovaném vzorku minimalné
1000 az 10000 bune¢k MAP (Pavlik et al., 2011). K dekontaminaci se nejéastéji
pouziva hexadecylpyridinium chlorid (HPC). Je nejméné Skodlivé pro MAP
a nejefektivnéj§i na zabijeni jinych mikroorganismu (Slana et al., 2008b).
Do kultivacnich  pud  se k potlaceni  kontaminujici  mikroflory  ptidavaji
antimikrobidlni latky (Whittington, 2010), ¢asto ve vhodnych kombinacich posilujici
jejich ucinek napi. PANTA (polymyxin B, amphotericin B, nalidixova kyselina,
trimetoprim a azlocilin) nebo VAN (vankomycin, amphotericin B, nalidixova
kyselina) (Slana et al., 2008Db).

Pro kultivaci MAP se nejcastéji pouzivaji pevna a tekutd média. Z pevnych pad
se zejména pouziva Herroldova puda a LoOwenstein Jensen, dale je vhodny
i Middlebrook 7H10 a 7H11. Z tekutych pud se pouziva piedev§im bujon
Middlebrook 7H9 (Whittington, 2010). MAP nedokaze produkovat mykobaktin, coz
je chelatac¢ni Cinidlo, které vaze zelezo a umoziuje jeho transport do bunky (Rowe

a Grant, 2006), a proto musi byt mykobaktin nezbytnou soucasti kultiva¢nich médii
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(Whittington, 2010). Pady obsahuji i napf. malachitovou zelen, ktera ni¢i rtzné
neCistoty a zvySuje viditelnost kolonii. Slozky jako vajeény Zloutek a glycerol
poskytuji mastné kyseliny a dal$i Ziviny potiebné pro metabolismus mykobakterii
(Payeur, 2005).

Inkubace se provadi pii teploté 37 °C a za aerobnich podminek (Rowe a Grant, 2006;
Slana et al., 2008b). Inkubac¢ni doba 12-20 tydnu je standardni pro tuhd média. Rist
v kapalném prostfedi je mnohem rychlejsi a inkubace je obvykle ukoncena
po 8-12 tydnech (Whittington, 2010).

Pro detekci MAP existuji i jiné a rychlejsi automatické tekuté kultivaéni systémy.
Kultivaéni systémy BACTEC ™ 460 a BACTEC ™ 12B funguji na principu detekce
radioaktivniho uhliku, ktery je uvoliiovan béhem metabolizmu mykobakterii (Payeur,
2005). Tuto metodu ovSem neni mozné pouzit ve vSech laboratofich, ale existuje
i dal$i metoda zalozena na fluorescenéni detekci. Systém BACTEC MGIT TM 960
obsahuje fluorescencni latku, ktera je citlivd na snizovani mnozstvi kysliku
v kultivaénim systému. Témito metodami lze zkratit dobu detekce aZ na 6 tydnil

(Payeur, 2005).

Velikost, barva a tvar kolonii MAP zavisi ¢aste¢né na typu pouzitého média, kdy
napf. na jedné z nejcastéji pouzivanych kultivaénich pud, na Heroldové pudé, jsou
kolonie drobné, drsné, malé a téméi bilé az zluté (Collins, 2003a). Vysledek
kultivace je vzdy tfeba doplnit obarvenim pfipravenych preparati metodou dle
Ziehl-Neelsena a dale potvrdit s vyuzitim molekularné-genetickych postupa (Payeur,
2005).

6.1.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zaméfend na specifické sekvence DNA
v genomu. PCR muze byt pouzita jako pifima metoda detekce MAP ve vykalech,
tkanich, krvi av mléce. Pouziva se také za ucelem potvrzeni vysledkd bakterialni
kultivace. Specificita PCR se blizi 100 % v zavislosti na pouzité metodé. Senzitivita
je nizkd az 53 %. OvSem velkou vyhodou PCR je moznost ziskat vysledky
do 24 hodin (Khol et al., 2010b; Khol a Baumgartner 2011).
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Hlavni nevyhodou PCR je relativné vysokd cena. Casto je také Kritizovana
skutecnost, ze obecné metody PCR odhali nejenom zivé, ale i mrtvé bunky MAP
(Pavlik et al., 2011).

V dnesni dobé je vice variant PCR pro detekci MAP. Téméf vSechny ale vyuzivaji
jako cil detekce vlozenou sekvenci 1IS900, ktera byla piijata jako standardni ukazatel.
Bylo vsak zjisténo, ze tato sekvence neni specificka jen pro MAP (Slana et al.,
2008b). Zkoumanim genomu MAP bylo nalezeno vice sekvenci, které by mohly
slouzit jako nove cile pro detekci. Piikladem je gen F57, ktery je jedineény pravé pro
MAP (Slana et al., 2008b; Bolske a Herthnek, 2010). Krom¢ zminénych lze vyuzivat
pro diagnostiku pomoci PCR i dalsi tseky DNA (Tab. 2).

Tabulka 2: Geny MAP vyuzivané pro diagnostiku metodou PCR

Gen Pocet kopii v genomu

1S 900 15-20

FS57 1

ISMav2

hspX

Gene 251

Gene 255

oOR | Rkklw

ISMAPO2

Zdroj: Bolske a Herthnek (2010)

Konven¢ni a nested PCR muzou zpusobit fale$né pozitivni vysledek, z divodu
kiizové kontaminace béhem PCR (B0lske a Herthnek, 2010). N¢kolik vyhod oproti
konven¢éni PCR ma castéji pouzivana kvantitativni real time PCR (tzv. gPCR). Ma
vyssi citlivost, umoziuje kvantifikaci, manipulace s daty je rychlejsi a jednodussi.
Pro tuto metodu je ovSem lepsi vyuzit jako cil detekce jednokopiovou sekvenci F57
nez mnohokopiovou sekvenci I1S900 (Slana et al., 2008a), nebot’” F57 je méné

nachylnd k falesné pozitivnim vysledkim (Tasara a Stephan, 2005).

vV

vaze na cilovou sekvenci. Sonda ma na 5" konci fluorescenéni substrat a na 3” konci
tzv. zhasec, ktery pohlcuje fluorescencni svétlo. Pii zdvojovani cilové sekvence je
poté z 5" konce odbouran fluorescen¢éni substrat a dochazi k viditelnému zéieni.

Vysledky jsou poté vyhodnoceny pocitatem (Bdlske a Herthnek, 2010).
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Pro stanoveni zivotaschopnosti MAP ve vzorku je mozna metoda detekce mRNA,
kterd je syntetizovana pouze zivymi bunikami (Birmingham et al., 2008). K této
detekci je vhodné vyuzivat qPCR. Dulezité je také zabranit kontaminaci S RNazami
(eliminace fale$n¢ negativnich vysledk) a s DNA (eliminace fale$né pozitivnich
vysledki). Vhodngjsi metodou pro stanoveni mnozstvi zivych bunck je pouziti
fluorescenéniho barviva, které projde jen membranou mrtvé buiky a zabrani
amplifikaci DNA pii nasledné qPCR (Kralik et al., 2010). Prvni fluorescenéni
barvivo popsané pro tuto metodu bylo ethidium monoazid (EMA). Ovsem toto
barvivo bylo schopné proniknout i zivymi buiikami (Pan a Breidt, 2007; Cawthorn
a Witthuhn, 2008; Kralik et al., 2010). V soucasnosti se vyuziva barvivo propidium
monoazid (PMA), které je vysoce selektivni pro membrany poskozenych bunék. To
je s nejvétsi pravdépodobnosti mozné vysvétlit vyssim kladnym nabojem ve srovnani
s barvivem EMA. Pouziti barviva PMA v kombinaci s F57 gPCR mize byt uzite¢né
pro posouzeni poétu zivych bunék MAP (Kralik et al., 2010).

6.2 NeprFimé metody

Nepfima diagnostika zahrnuje metody, které neprokazuji pfimo ptfitomnost MAP
V organismu, ale pouze sleduji jeho odpovéd na infekci. Nejrozsitenéj$Sim piistupem

je detekce protilatek jak v séru, tak v mléce pomoci testu ELISA (Pavlik et al., 2011).

6.2.1 ELISA test
Dnes existuje mnoho raznych komerénich kiti ELISA (Khol a Baumgartner, 2011).
Vyhodou testu ELISA je nizka cena a rychlost vySetieni, které umoziuje v prvni fazi

realizovat relativné levny monitoring ve stadé (Pavlik et al., 2011).

Senzitivita a specificita testd ELISA zavisi na tom, o kterou testovaci sadu se jedna.
V zévislosti na téchto proménnych se senzitivita pohybuje od 7 do 94 % a specificita
od 41 do 100 % (Khol a Baumgartner, 2011). V klinicke fazi onemocnéni je citlivost
vysetieni az 95 %. U zvirat klinicky zdravych, vylucujicich pouze MAP v malém
mnozstvi ve vykalech ¢i mléce, se citlivost vySetieni pohybuje v rozmezi pouze
10 az 15 % (Pavlik et al., 2011).
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Nevyhoda této metody spociva v tom, ze MAP je intracelularnim patogenem, s nimz
primarné reaguje bunééna slozka imunitni odpovédi (Pavlik et al., 2011). Dochazi
tedy k pozdni avariabilni protilatkové imunitni odpovédi u zvitat infikovanych
MAP. Opozdéné zvyseni hladin protilatek vede k falesné negativnim vysledkim
u mladych nebo nedavno infikovanych zvirat (Khol a Baumgartner, 2011). ELISA
vySetfeni je v podstaté schopné odhalit pouze ty jedince, u nichz je infekce MAP

zna¢né rozvinuta (Pavlik et al., 2011).

Tyto nepfesnosti Vv diagnostice vedou k neimérnému prodluzovani ozdravovani

infikovanych chovu, které je zalozené pouze na metodé ELISA (Pavlik et al., 2011).

7 Ekonomicky dopad paratuberkulozy

V soucasnosti je paratuberkul6za povazovana za jedno z nejrozsitengjsich

a nejnakladngjsich onemocnéni mlé¢ného skotu (Khol a Baumgartner, 2011).

Dobytek s klinickymi pfiznaky nemoci ma prdjem a sniZzenou konverzi zivin.
Snizend produkce mléka, neplodnost, pied¢asna porazka a niz$i zpenézeni na jatkach
kvuli $patnému stavu jateéniho téla jsou hlavni ekonomické ztraty pro chovatele.
Mezi hlaSené ekonomické ztraty spojené se subklinickou fazi patii sniZena produkce
mléka, snizeni obsahu tuku a bilkovin v mléce, snizena porazkova hmotnost,
pred¢asna porazka asniZena plodnost. Také sem milZe patfit zvySeni vyskytu
Klinické nebo subklinické mastitidy, které mohou byt spojeny s infekci MAP. Ztraty
spojené se subklinickou fazi nemoci je obtizné kvantifikovat, nebot’” soucasnymi
diagnostickymi metodami neni jednoduché tuto fazi nemoci prokézat. Z divodu
Casové narocnosti bakterialni kultivace byly pro studie o dopadech subklinické faze
pouzity vysledky ELISA testu (McKeenna et al., 2006).

Nejcastéji se pro rozdéleni ekonomickych ztrat pouziva Kklasifikace primych

a nepiimych ztrat (Hasonova a Pavlik, 2006).

23



7.1 Primé ztraty

e Nejvetsi ztraty jsou zpusobeny smrti klinicky nemocnych zvifat anebo jejich
snizenou jatecnou hodnotou.

U krav s klinickymi pfiznaky je jatecna hodnota snizena o 20 az 30 % (McKeenna et

al., 2006).

e Délka produkéniho véku se u infikovanych zvirat zkracuje.

Odhadované ztraty v dusledku predéasného utraceni z davodu paratuberkuldzy jsou

75 dolart za krdvu za rok (McKeenna et al., 2006). McKeenna et al. (2006) dale

uvadéji, ze u neinfikovanych krav byla délka produk¢niho véku pramérné 7,7 let.

Infikované kravy bez klinickych pfiznaki byly piedéasné vyfazeny ze stada

v prumérném veku 4,9 let a krdvy s klinickymi piiznaky byly pfed¢asné vytazeny

ptiblizné ve véku 4,3 let.

e Ve stadech s vyskytem MAP byla zaznamenana zvySena nachylnost k jinému
chronickému onemocnéni (chronicka artritida, ruminitida, dermatitida, mastitida,
atd.).

e SniZzend produkce mléka z hlediska mnozstvi a kvality, tj. zménami mlécnych
parametrl a zvySenim poc¢tu somatickych bunék.

U subklinicky nemocnych dojnic, které byly diagnostikovany az postmortalné

na zakladé histopatologickych zmén byl prokazan pokles produkce mléka o 6 %

v porovnani s ptedchozi laktaci a o 16 % ve srovnani s laktaci pred dvéma lety

(McKeenna et al., 2006). Podobné vysledky byly zjistény i u subklinické

paratuberkulozy diagnostikované kultivaci vykald. Kravy s pozitivnim vysledkem

kultivaéniho vySetfeni nadojily ve srovnani s negativnimi kravami ve 3. laktaci

0 590 kg méné mléka a ve 4. laktaci 0 1270 kg méné mléka (McKeenna et al., 2006).

e Plodnost krav ve stadé klesa vzhledem ke snizenému poétu zabteznuti a zvySenym

poporodnim komplikacim.

Za tyto ztraty jsou odpovédny predevsim dva mechanismy, tj. negativni energeticka

bilance a naruseni bunééné imunity (Hasonova a Pavlik, 2006).
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7.2 Neprimé ztraty

e Nerealizované budouci vynosy od pied¢asné vyiazenych zvitat.

e ZvysSené naklady na vyrobni ne€innost.

e Zvysené naklady na obménu stadda (ndkup mladych plemennych zvitat).

e Naklady na diagnostické testy, nebo néklady za neefektivni veterindrni péci
o klinicky nemocna zvitata (1é¢ba chronického prajmu, ktery je obvykle fatalni)
a dalsi veterinarni sluzby.

Optimalni diagnosticky test musi byt k dispozici za co nejnizsi cenu a mit co nejvyssi

piesnost. Vysokd pfesnost minimalizuje pocet faleSné pozitivnich vysledkl, a tim
i poCet zbytecné utracenych zvifat. Majitelovi totiz mohou vzniknout ekonomické
ztréty vyplyvajici z fale$né pozitivnich a fale$né negativnich vysledki pouzitych
diagnostickych testi (Hasonova a Pavlik, 2006).

e Naklady na realizaci kontrolnich programi.

e Ztrdta genetické hodnoty velmi cennych zvifat, ktera jsou vyfazena ze stada
kvili podezfeni z infekce (napf. potomstva infikovanych matek).

e Naklady spojené s omezenim prodeje zvifat.

e Farma, v niZ se vyskytuje paratuberkul6za, mlize ztratit své dobré jméno.

8 Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je chronické zanétlivé onemocnéni stieva u lidi, které maze
postihnout cely zazivaci trakt (Eshuis et al., 2008). Postizena muze byt kterakoli
oblast od ust az po koneénik a mize se projevovat i extraintestinalnimi piiznaky
(Fixa et al., 2010). Pfiblizné v 50 % piipadt se nemoc omezuje na terminalni ileum
(Eshuis et al., 2008). Jiz v roce 1913 bylo upozornéno na vztah mezi Crohnovou
chorobou u lidi a paratuberkulézou (Fixa et al., 2010). Patologické 1éze stfevniho
traktu u paratuberkulozy se vyrazn¢ podobaji 1ézim lidského stfeva u pacientl
trpicich Crohnovou chorobou (Pribylova et al., 2011). Stale Castéji se potvrzuje
izolace MAP u pacientt trpicich Crohnovou chorobou a MAP se tedy mozna ucastni

v patogenezi Crohnovy choroby (Fixa et al., 2010).

V USA je pravdépodobné 400 — 600 tisic pacienti s CD (Economou a Pappas, 2008).
Od roku 1990 do roku 2001 vzrostl v CR vyskyt CD u déti do 15 let z 0,25 na 1,26
na 100 tisic obyvatel (Pozler et al., 2006).
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Exaktni etiologie CD je zatim neznama (Parrish et al., 2009). Pfedpoklada se vsak,
Ze U tohoto zavazného systéemového multifaktoridlniho onemocnéni hraji vyznamnou
roli genetické, imunologické, environmentalni a bakteridlni faktory (Fixa et al.,
2010). Uvahu o mozné tcasti MAP v patogenezi Crohnovy choroby podporuji
vysledky jedné studie, v niz bylo MAP prokdzano v postizené tkani 62 (58,5 %)
pacientii ze 106 vySetienych. Vyznamné vyssi vyskyt MAP byl prokazan z oblasti
stfevniho postizeni nez z oblasti nepostizeného stieva. MAP byl takeé izolovan

z mléka a krve od pacienti s Crohnovou chorobou (Fixa et al., 2010).

S ohledem K nevyjasnéné etiologii ztistava rovnéz 1é¢ba CD velmi problematickou.
Podavanim kortikosteroidt, imunomodula¢nich pfipravkt a antibiotik lze pouze
zmirnit zanét a v horsich piipadech je zapotiebi i chirurgicky zakrok (Parrish et al.,
2009).

Zdrojem MAP pro ¢lovéka by mohlo byt mléko, v némz bylo mnohokrat MAP
prokazano (Grant et al., 2005; Baumgartner a Khol, 2006; Slana et al., 2008b;
Eltholth et al., 2009; Slana et al., 2009; Fixa et al., 2010; Khol a Baumgartner,
2011). Dalsim zdrojem by mohlo byt také suSené kojenecké mléko (Hruska et al.,
2011), voda (Fixa et al., 2010) nebo i maso pochéazejicich z nemocnych zvitat
(Eltholth et al., 2009).

Jiné studie zase teorii o ucasti MAP v patogenezi Crohnovy choroby popiraji (Parrish
et al., 2009).

Vzhledem k vysokému a stile se zvySujicimu vyskytu paratuberkulézy u zvitat,
ale i prokazovanému cCastému vyskytu MAP v pasterizovaném i suSeném mléce
(kojenecké détské vyzive), bude tieba studii vztahu mezi MAP a CD vénovat

podstatné vice pozornosti, nez tomu bylo dosud (Fixa et al., 2010).
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9 Nakazova situace paratuberkulozy

Paratuberkuldza se vyskytuje na celém svété, pouze Svédsko a nékteré australské
staty prohlasuji, Ze jsou prosté paratuberkuldzy (Baumgartner a Khol, 2006; Khol
a Baumgartner, 2011).

Prevalence infikovanych zvifat se lis$i podle zem¢ a regionu. Prevalence u stad
mlécného skotu dosahuje v nékterych ¢astech Némecka az 84,7 % (Baumgartner
a Khol, 2006; Khol a Baumgartner, 2011), v Dansku 85 % (Bakker, 2010),
v Nizozemsku 54 % (Tiwari et al., 2006) a v Kanad¢ 43 % (Khol a Baumgartner,
2011), pricemz napiiklad v kanadské provincii Ontario je jen 37 %, ale naopak
v provincii Alberta dokonce 74 % (Tiwari et al., 2006). V USA bylo zjisténo 68,1 %
MAP pozitivnich stdd (Khol a Baumgartner, 2011), pficemz v americkém staté
Wisconsin jich bylo 50 % a ve stat¢ Michigan 66 % (Tiwari et al., 2006).
V Rakousku byly provedeny dvé reprezentativni studie, které ukdzaly zvySeni
séroprevalence protilatek proti MAP z 6,97 % pozitivnich stad skotu v letech
1994-97 na 19,05 % pozitivnich stad v letech 2002-2003 (Baumgartner a Khol, 2006;
Khol a Baumgartner, 2011).

Do roku 1990 byla vCR paratuberkuléza témé nezndmym onemocnénim.
V poloving 90.let se po importech skotu piedev§im z Danska, Nizozemska,
Némecka a Francie nédkazova situace vyrazné zhorSila (Pavlik et al., 2011). V roce
1999 az 2001 bylo v CR hlaseno vice nez 80 piipadii paratuberkul6zy skotu. Jednalo
se o stada s bakteriologicky potvrzenym plvodcem. Klinické pfiznaky byly
maximalné v poloviné téchto stad. Slu€¢ovanim nebo i zanikem nékterych stad doslo
v roce 2006 k poklesu stad s prokazanym puvodcem na 57. Statni veterinarni sprava
CR (SVS CR) provedla v roce 2007 orientadni monitoring s pomoci ELISA metody
v bazénovych vzorcich mléka. Do sledovani byla vybréna jen stada skotu, v nichz
bylo chovano vice nez 300 ks skotu. Vyhodnocenim monitoringu bylo zjisténo,
7ze Vv cca 60 % vySetfovanych stad se vyskytovaly v mléce protilatky proti MAP.
Doplnujicimi setienimi inspektora krajské veterinarni spravy (KVS) bylo zjisténo,
7e klinicky se paratuberkul6za vyskytovala v méné nez 0,5% do monitoringu
zarazenych hospodarstvi (Bazant et al., 2011).
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10 Prevence atlumeni paratuberkuldzy

ProtoZe paratuberkulOzu je tézké diagnostikovat a nemozné lé¢it, je velice dualezité
zavadét kontrolni programy ve stadech pozitivnich na MAP a zabrénit Sifeni
onemocnéni do negativnich stad (Khol a Baumgartner, 2011). Zvitata, ktera vylucuji
MAP, musi byt ze stada vyfazena co nejdiive, protoze piedstavuji hlavni riziko Sifeni
novych infekci ve stddé. Zvirata pozitivni na protilatky by také méla byt co nejdiive
vyfazena a celé stddo by se mélo opakované testovat kombinaci piimych
a nepfimych diagnostickych testi. Ze zacatku se doporucuje testovat vSechna zvitata
star$i jeden a pul roku kazdych Sest mésici ELISA testem a bakterialni kultivaci
nebo PCR. Po kazdém testovani by opét méla byt zvitata vyluéujici MAP okamzité
vytazena a sérologicky pozitivni jedinci co nejdiive (Baumgartner a Khol, 2006;
Khol a Baumgartner, 2011). Pro rychlé snizeni vyskytu infekce by méli byt také
vytazeni vSichni potomci od pozitivnich krav. Jakmile se ve stdd¢ nenachazeji uz
7adné zvirata vylucujici MAP, muze se testovat jednou ro¢né (Khol a Baumgartner,
2011).

Aby se zabranilo dal$imu S$iteni nemoci uvnitt MAP pozitivniho stada, musi byt
zavedena hygienicka preventivni opatfeni. Dulezité je dodrzovat optimalni hygienu
pii teleni, okamzité oddélit novorozena telata od matek. Dale by se mélo zkrmovat
mlezivo pouze od krav prostych antigent a protilatek vac¢i MAP. Mlada zvitata musi
byt oddélena od dospélych na pastvé po prvni dva roky eradika¢niho programu. Aby
se zabranilo Sifeni MAP krmivem a vodou, miZe byt chlévskou mrvou a mo¢uvkou
hnojena pouze orna puda. Nesmi dojit k fekalnimu znecisténi vodnich zdroji. Pii
oSetfovani mladych zvifat by mélo byt pouzivano odlisné naradi. Zvlastni duraz by
m¢él byt kladen na dukladné ¢isténi a dezinfekci. Dulezité je také nakupovat pouze
zvitata prosta MAP (Collins, 2004; Baumgartner a Khol, 2006; Khol a Baumgartner,
2011) Tento vySe zminény “maximalni program” proti paratuberkuloze je velmi
drahy avyzaduje velké zmény v organizaci chovu a je Casov€ ndro¢ny. Tyto
nepiiznivé skutecnosti ¢asto vedou k odmitani takového intenzivniho programu

chovateli a veterinati (Khol a Baumgartner, 2011).
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Ovsem lze také pouzit “minimalni program”, ktery pravdépodobné nepovede k uplné
eradikaci MAP, ale cilem programu muze byt snizeni poctu krav s klinickou
paratuberkulézou, zabranéni novym infekcim ve stdd¢ a ochrana stad, kterd jsou
prosta paratuberkuldzy. Prvni krok je vyfazeni vSech zvifat s klinickymi piiznaky
a diagnostické posouzeni kazdého piipadu prijmu u dospélého skotu za ucelem
vylouceni paratuberkulozy. Druhym krokem je zavedeni jiz zminénych hygienickych
opatieni. Posledni krok spoc¢iva v pravidelném hodnoceni pfitomnosti MAP ve stadé¢

pomoci odbéra vzorku z prostredi (Khol a Baumgartner, 2011).

11  Tlumeni paratuberkul6zy v Ceské republice

V CR se zacal vyskyt paratuberkuldzy intenzivngji sledovat az po roce 1995
v souvislosti s jiz zminénymi importy skotu a s vyskytem klinickych pfiznaki
ndkazy v n&kterych stadech (Bazant et al., 2011). Ztéchto davodu byl
v importovanych stadech provadén dvoulety dozor sérologickymi metodami (Pavlik
et al., 2011). V roce 2001 byl vydan SVS CR Metodicky navod 6/2001 k prevenci,
diagnostice a zdolavani paratuberkul6zy skotu. Podle n&j byla pti pozitivni
bakterialni kultivaci na hospodarstvi uvalena karanténa se zdkazem nakupu a prodeje
zvifat (S vyjimkou prodeje na jatky) a byla stanovena povinnost vybudovat
hygienickou smycku. Bakterialni kultivace vykali se poté provadéla kazdych pét
mésict U zvitat star§ich 18 mésicti s povinnosti neprodlené vyfadit z chovu pozitivni
jedince az do utlumeni nakazy. Tento metodicky navod piipoustél kromé elimina¢ni
metody i radikalni metodu, kdy bylo porazeno celé stado a do asanované farmy bylo
mozné po uplynuti ur¢ité doby koupit nebo piesunout nové jedince (Henych, 2004).
Zasady metodického navodu byly piisné a ¢asto kritizované zejména z fad chovatelt
(Bazant et al., 2011).

Na zéklad¢ stiznosti predstavitelt chovatelskych svazi na postupy stanovené
MN ¢&. 6/2001 byl tento zrusen a SVS CR vydala v roce 2008 novy metodicky navod,
ktery vznikl po konzultaci s predstaviteli chovateli. Novy Metodicky navod
&.5/2008 stanovujici postup Vv prevenci Sifeni paratuberkulézy skotu v CR neni
ndvodem naozdravovani od paratuberkuldézy, ani nédvodem na jeji tlumeni.

Metodicky navod ¢&.5/2008 respektuje, ze je paratuberkuléza v CR povazovéna
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za nebezpe¢nou ndkazu, takze chovatel, piipadné¢ soukromy veterinarni lékai je
povinen hlasit podezieni na ndkazu KVS (Bazant et al., 2011). Tento MN je zalozen
pouze na sérologickém vySetiovani ELISA testem (Pavlik et al., 2011). MN
¢. 5/2008 uvadi, ze pokud nebyl prokazan sérologicky pozitivni skot, KVS vydava
chovateli pouze doporuceni, jak dale pokraovat v ochrané stdda pted zavleCenim
pivodce a jak stddo Kklinicky i diagnosticky sledovat. Chovatel neni omezen
Vv pfemistovani zvitat. V ptipadé pozitivniho prikazu protilatek navstivi inspektor
KVS dané hospodaistvi a posoudi, zda-li se ndkaza vyskytuje ve stad¢ v klinické
formé. Nevyskytuje-li se v hospodafstvi nakaza klinicky, KVS nepfijima Zzadna
opatfeni. Jsou-li ve stddé klinicky nemocnd zvifata, stanovi KVS pro dané

hospodafstvi mimotadna veterinarni opatieni.

V sou¢asné dob& tedy neni vCR zadny MN pro tlumeni paratuberkulézy,
nebot’ soucasny MN slouzi pouze jako postup v prevenci Sifeni paratuberkul6zy.
Tento MN navod je zaloZzen pouze na sérologickém vysetfovani ELISA testem,
coz neni uplné idealni, protoze u paratuberkul6zy dochazi k pozdni latkové imunitni
odpovédi. Dalsi nevyhodou tohoto MN je, ze SVS CR nafizuje mimofadna opatieni
pouze pii vyskytu klinické formy onemocnéni. Chovatel se tedy zbavuje pouze
jedinct s Klinickymi ptiznaky, ale ve stadé stale zustavaji jedinci se subklinickymi

ptiznaky, ktefi slouZi jako skryti pfenaseci.

12 Certifikaéni program

Certifika¢ni programy predstavuji praktické navody, jak feSit problematiku
paratuberkul6zy nikoliv pouze v jednotlivych stadech, ale celoplosné. Principem je
V podstaté garance stada prostého paratuberkul6zy, a tedy ochrana chovateld, ktefi
kupuji chovnéd zvifata. Zaroven by mél certifikaéni program poskytovat piehled
o0 infekénim statutu jednotlivych stad jak pro chovatele, tak pro obvodni veterinaie
a epidemiology. Program je zalozen pfedevsim na dobrovolné tcasti chovatelu a jeho
cil je jasny, tj. dosahnout nejlepsi certifikaéni trovné, tedy stada s negativnimi
vysledky testl, a tim si zajistit lep$i ekonomickou prosperitu chovu. Lze odhadovat,

ze chovy prosté paratuberkul6zy budou zvyhodnény pii prodeji mléka a chovnych,

30



popi. jateCnych zvifat. Tyto certifikacni programy jsou uplathovany napf.

v Nizozemsku a v USA (Hasonova et al., 2008).

V roce 2006 byl v Nizozemsku piijat novy dobrovolny program pro tlumeni
paratuberkulézy. Tento program je zaméfen na kvalitu mléka a snizeni pfitomnosti
MAP v mléce dodavaného do mlékéaren. Program je zaloZzen na testovani mléka
metodou ELISA. Podle vysledku testi je stadu s negativnim ELISA testem ptifazen
"statut A". Stadtum, z nichz byli odstranéni pozitivni jedinci, je ptfidélen "statut B".
Stadim, z nichz nebyla pozitivni zvifata je§té vyfazena je pfidélen "statut C". Vice
nez 80 % nizozemskych mlé¢nych stadd se od zavedeni piipojilo k tomuto programu
(Khol a Baumgartner, 2012).
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13 Zaveér

Puvodcem paratuberkul6zy je Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Tato
acidoalkoholrezistentni bakterie je odolna k béznym dezinfekénim prostfedkiim
a dokaze ptezivat pomérné¢ dlouhou dobu ve vnéj§im prostfedi. Nejvnimavéjsi
k infekci jsou telata mlad$i 6 mésicti a k nakazeni dochazi nejéastéji fekalné-oralni
cestou. Onemocnéni probiha nejdiive subklinicky a k propuknuti klinickych piiznakt
ve vétsingé piipadu dochazi ve stafi 3 — 6 let. Jelikoz se paratuberkuldza neléci, je
dulezité spolehlivé a predevsim v¢as ji diagnostikovat. Idealni by bylo, kdyby se tuto
nemoc dafilo diagnostikovat jiz u mladych jedinct, jenze pravé u nich je diagnostika
obtizna. Je tedy potieba v budoucnu vyvinout spolehlivé diagnostické metody prave
pro mlada zvitata. Déle by se v pozitivnich stddech mély zavadét kontrolni programy
a dodrzovat rizna preventivni opatfeni. Prvofadym cilem téchto opatfeni je zabranit

novym infekcim ptedevsim u telat.

Dnes jiz existuji dostatecné spolehlivé programy pro tlumeni nakazy. Tyto programy
nejenze redukuji paratuberkuldzu v postizenych chovech, ale také pomahaji snizovat
vstup MAP do ftetézce vyroby potravin pro lidskou spotiebu. To je dulezité
piedevsim z hlediska mozné ucasti MAP v patogenezi Crohnovy choroby. Studii
vztahu mezi MAP a Crohnovou chorobou bude tfeba vénovat podstatné vice
pozornosti, nez tomu bylo dosud, nebot’ se stale Castéji prokazuje vyskyt MAP jak

u pacient Crohnovy choroby, tak i v pasterizovaném i suseném mléce.

V Ceské republice se pfi vyskytu paratuberkulozy chovatel ¥idi podle Metodického
navodu ¢&. 5/2008 stanovujici postup V prevenci Sifeni paratuberkulézy skotu v CR.
Dle mého nézoru neni tento metodicky navod zcela idedlnim, nebot’ se zde eliminuji
pouze klinické formy paratuberkulozy, pficemz subklini¢ti jedinci nemoc ve stade
§iti i nadale. V CR bylo vroce 2007 monitoringem s pomoci ELISA metody
bazénovych vzorkli mléka zjisténo, Ze v cca 60 % vysSetfovanych stad se vyskytovaly
v mléce protilatky proti MAP. Monitoring se provadél pomoci ELISA testu a Ize tedy
predpokladat, ze skute¢na prevalence bude mnohem vétsi. Navic bylo zjisténo,
ze klinické piiznaky se zatim vyskytovaly pouze u 0,5 % pozitivnich stad. Vétsina
infikovanych jedincu ve stadé tedy byla v subklinické fazi, jenze tu soucasny

metodicky navod prakticky nefesi. Lze fici, Ze se dle tohoto metodického navodu
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V podstaté¢ ,,Ceka* na projeveni se klinickych piiznaki, na jejichz zaklad¢ je jedinec
poté vyfazen. Moznym celoplosnym feSenim by mohlo byt zavedeni certifika¢niho
programu jako v mnoha jinych zemich (napf. Nizozemsko, USA). Ozdravovani by se
tedy nechalo na dobrovolnosti chovatelii, nebot’ mit zdravé stado, by preci mélo byt
prioritou kazdého chovatele. Chovatel by navic mél jako motivaci zisk certifikatu,

ktery by mu piinesl ur¢ité zvyhodnéni (napf. pti prodeji mléka a chovnych zvirat).
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Legislativa

Metodicky navod SVS CR ¢&. 5/2008, ze dne 4. bfezna 2008, stanovujici postup

v prevenci §ifeni paratuberkul6zy skotu v CR.
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