VyuZziti coelioskopie pfi diagnostice multicentrické mykobakteriézy u Zelvy zelenavé (Testudo hermanni)

Vyuziti coelioskopie pri diagnostice
multicentricke mykobakteriozy u zelvy
zelenavé (Testudo hermanni)

J. HNizDO," 0. HES,? L. GREGROVA,' R. SIMA*

'Animal Clinic-Praha .
20dd. spec. diagnostiky, SPAU, Plzen

SOUHRN

Hnizdo J., Hes O., Grégrova L., Sima R. Vyuziti coelioskopie pfi diagnostice multicentrické myko-
bakteridzy u zZelvy zelenavé (Testudo hermanni). Veterinarni klinika 2006;3:61-66.

Prace popisuje pfipad Zelvy zelenavé, prezentované kvili anorexii a apatii. Klinickym, rentgenologickym,
hematologickym a biochemickym vySetfenim nebyly prokézany relevantni patologické nélezy. Nasledné pro-
vedena coelioskopie prokazala mnohocetné nodularni 1éze na vétsiné vnitfnich organ(. Post mortem ode-
brané biopsie byly podrobeny histologickému vySetfeni a barveni dle Ziehl-Nielsena. S ohledem na nalez
mykobakterii byla nasledné provedena detekce fragmentl pro &lovéka patogennich druhl pomoci PCR.
Diagnéza byla na zékladé vySetfeni uzaviena jako suspekini multicentrickd mykobakteriéza (odliSna od
M. tuberculosis komplex). Pfesné ur€eni druhu saprofytickych mykobakterii pomoci mikrobiologické kulti-
vace nebylo provedeno. Coelioskopie se ukazala byt dulezitou zobrazovaci metodou pro nitrotélni miliarni
granulomatdzni zanéty, které jsou jinak intravitalni diagnostice nepfistupné. Mykobakteriéza je povazovana
za klinicky relevantni infekéni onemocnéni plaz(, zvlastni diraz je kladen na jeji zoonoticky potencial.

SUMMARY

Hnizdo J., Hes O., Grégrova L., Sima R. Employment of coelioscopy at diagnostics of multicentric
mycobacteriosis in a greek tortoise (Testudo hermanni). Veterinarni klinika 2006;3:61-66.

The article describes a case of a greek tortoise, presented due to unspecific symptoms of anorexy and
apathy. The clinical, radiological, hematological and biochemical examination were without relevant findings.
Coelioscopy evidenced multiple granulomatous lesions on most visceral organs. Samples were collected for
histological examination and Ziehl-Nielsen staining during autopsy. With respect to the proof of
mycobacteria, a detection of DNA fragments of human pathogenic species with polymerase chain reaction
(PCR) was performed. The final diagnosis was multicentric mycobacteriosis (other than M. tuberculosis
complex). An exact determination of the bacteria with microbiological cultivation was not performed.
Coelioscopy seems to be an important diagnostic procedure in practice for detection of intracoelomic,
multiple granulomatous lesions in vivo that are not accessible to the other intravital diagnostics.
Mycobacteriosis is considered to be a clinically relevant disease in reptiles, with special respect to its

zoonotic character.

Uvod

Endoskopické techniky se stavaji nepostradatelnou sou-
¢asti moderni diagnostiky a terapie v mediciné plazd.
Laparoskopicka ¢i v pfipadé plazl pfesnéji coelioskopicka
vySetfeni, jsou v herpetomediciné jiz delSi dobu uspésné
aplikovana, at uz k diagnostice Cetnych patologickych
stav(l (choroby jater, ledvin, plic, neoplazii atd.), pfi uréo-
vani pohlavi monomorfnich druht nebo pfi hodnoceni
funkénich stavl pohlavnich organd.™® Coelioskopické
vySetfeni je zvlasté u Zelv relativné jednoduché a dobfe
aplikovatelné v kazdodenni klinické praxi.” Nasledujici
kasuistika popisuje vyuzitelnost coelioskopického vySetre-
ni pfi diagnostice multiorganového miliarniho granuloma-
tézniho zanétu u zelvy zelenavé.

Popis pripadu

Anamnéza: V Cervenci 2005 byla na nasem pracovisti
vySetfena zelva zelenava (Testudo hermanni), 26 cm cel-
kové délky krunyfe, o hmotnosti 900 g, samice, odhadova-
ného véku 35 let, kvlli progresivni téZké apatii, trvajici
nékolik tydn(l. Zvife bylo chovano od roku 1976 (tehdy jiz
adultni) volné v byté. Pfes léto byla Zelva chovana ve ven-
kovnim vybéhu v jiznich Cechach. Zelva byla kazdoroéné
hibernovana v lednici pfi teplotach 5 — 8 °C po dobu tfi
mésicu. Jednalo se o jediné zvife v domacnosti. Samice
pfed tfemi tydny vykladla dvé vejce normalni velikosti
s napadné hrubou skofapkou. Od té doby se podle majite-
le jeji stav postupné zhorSoval, poslednich 14 dni Zelva
odmitala nabizenou potravu a vodu.
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Klinické vy$etfeni: Zelva byla apaticka az somno-
lentni a mirné dehydratovana. Sliznice dutiny ustni byly
bledé rizové, bez nalepl &i erozivnich zmén. Respirace
byla klidna, auskultace obou plicnich poli byla bez pato-
logického nalezu. Puls byl pravidelny 30 tepl/min pfi
okolni teploté 25 °C (méfeno pomoci dopplerovského
ultrazvukového pritokového detektoru 8,2 MHz v oblas-
ti v. jugularis). Palpace dutiny télni v prefemoralni oblas-
ti byla bez patologického nélezu. Kloakainim vySetfenim
byla zjisténa prlichodnost panevniho prostoru a zelena-
vy, kaSovity trus. Rentgenologicky bylo prokazéano
v pravém kaudalnim kvadrantu coelomu jedno relativné
malé vejce s radiodenzni a nepravidelnou skofapkou.
Mineralizace kostry byla fyziologicka. Rutinni hematolo-
gické vySetfeni a stanoveni zékladnich biochemickych
parametrd (kyselina mocova 292 mol/l /125 — 577
mol/l/, ALP 3,22 pkat/l /3,3 — 7,1 pkat/l/, glukéza 7,6
mmol/l /1,5 — 13mmol/l/) bylo bez vyraznéjSich odchylek
od referenénich hodnot uvadénych pro tento druh.8,9
S ohledem na pokrocilou apatii zelvy bylo navrzeno coe-
lioskopické vyS$etfeni. Bylo nepravdépodobné, Ze by
samotna retence jednoho relativné malého vajicka, zpu-
sobila takto dramaticky klinicky obraz. Zelva byla pfed
samotnym zékrokem 24 hodin stabilizovana rehydratac-
nimi roztoky (Duphalyte , fyziologicky roztok) v celko-
vém objemu 10 ml pro toto q 8 hodin s. c.

Coelioskopické vysetieni: Uvod do narkézy byl pro-
veden propofolem do u€inku (1 — 5 mg/kg i. v.). Respi-
race zvifete byla spontanni, dal$i anestezie byla vedena
pomoci masky isofluranem (3 — 3,5 %) a O, v otevfe-
ném systému s aktivnim odsdvanim exhalovanych
plynu.

Zelva byla polohovéana v $ikmé, pravé boéni poloze,
leva panevni koncetina byla vyvazana co nejdéle doza-
du (obr. 1). Pfed zavedenim optiky byla provedena
mirna insuflace coelomu vzduchem (40 ml). Sterilni,
rigidni endoskop (Hopkins optika 30°, 2,7 mm) s napo-
jenou endoskopickou kamerou byl zaveden drobnou
incizi v prefemoralni oblasti levé panevni kon&etiny (obr.
2). Nasledné bylo provedeno vysSetfeni vSech dostup-
nych organli. Napadny byl nalez mnoho¢&etnych, promi-
nujicich, zhruba 2 — 4 mm velkych bilych nodularnich
lézi, které byly zvlasté hojné na povrchu jater (obr. 3),
pravé ledviny (obr. 4) a v pleuroperitoneu (obr. 5). Oje-
dinéle byly noduly zaznamenany také pod septum hori-
zontale (plice), na stfevni sténé a na vejcovodu.
V oblasti vaje¢niki nebylo mozno jednoznaéné odlisit
granulomatézni léze od previtelogenich folikuld. Barva
a velikost jater byla hodnocena jako fyziologicka, stejné
jako ostatni organy. Vyjimkou byla prava ledvina, ktera
byla celkové zna¢né zvétSena a diky masivnimu nélezu
utvar( morfologicky zcela zménéna. V pravém vejcovo-
du se nachazelo jedno vejce.

S ohledem na ¢etnost Utvarl a podezfeni na ireverzibilni
multicentricky granulomatézni zanét vSech vitalné dllezi-
tych organ(, Spatny celkovy stav a pokrogily vék pacienta,
byla provedena intra operationem eutanazie pomoci intra-
kardialni aplikace T61 (1 ml pro toto).

Diferencialni diagnézy: multicentrickd mykobakteri-
6za/tuberkuléza, chlamydiéza, disseminovana neopla-
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Obr. 1 — Polohovani pacienta pro coelioskopické vysSetre-
ni, pfiprava levé prefemoralni oblasti

il -
Obr. 2 — Provedeni coelioskopie u Zelvy s pfenosem obra-
zu na LCD monitor

Obr. 3 — Coelioskopicky nadlez granulomi jatra
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Obr. 4 — Coelioskopicky nalez granulomi - ledvina

Obr. 5 — Coelioskopicky nalez granulomd — pleuroperito-
naeum

zie, mykotické granulomy, mnohocetné abscesy, visce-
ralni dna.

DalsSi diagnostika: Nasledné byla provedena pitva, pfi
které byl coelioskopicky nalez potvrzen (obr. 6 — 8). Cetné
Sedobilé nodularni Utvary velikosti 2 — 5 mm, byly nalezeny
na vSech visceralnich serézach, v jatrech, ledvinach, pli-
cich, srde€nim svalu a stfevni sténé. Byly odebrany nekrop-
tické vzorky z nékolika postizenych organl (srdeéni sval,
jatra, ledvina) pro histologické vySetieni a zhotoveny otisky
jater pro cytologické vySetfeni. Mikrobiologicka kultivace
nebyla provedena.

Cytologické vysetieni: Otiskové preparaty (jatra, ledvi-
na) byly obarveny metodou Diff Quick. LoZiskové byly pro-
kazany shluky bunék mezenchymalniho plvodu, heterofily,
makrofagy a erytrocyty (obr. 9).

Histologické vysSetreni: Material byl fixovan v 10% for-
malinu, standardné zpracovan parafinovou metodikou, bar-
ven hematoxilinem a eosinem, modifikovanym barvenim
podle Ziehl-Nielsena (ZN). Histologicky nalez granulaéni
tkané s centralni nekrézou obklopenou obrovskymi burika-
mi byl zachycen ve vSech vySetfovanych vzorcich (myo-
kard, jatra, ledvina). Pfi barveni podle ZN byly zachyceny
masivni tyCinkovité pozitivni suspektni mykobakterie (obr.
10, 11, 12).
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Obr. 6 — Pitevni nalez: jatra s mnohocéetnymi granulomy in
situ

Obr. 8 — Ledvina in situ (stejna oblast jako na obr. 4)

DalSi laboratorni vySetieni: Vzhledem k mozné zoo-
néze bylo provedeno molekularné biologické vySetfeni
na pfitomnost DNA fragmentl mykobakterii. Byla prove-
dena detekce Mycobacterium spp. pomoci nested PCR
(polymerase chain reaction, polymerazova fetézova
reakce) amplifikujici ¢ast genu kédujiciho 65-kDa anti-
gen. Vysledek byl negativni. Tento antigen je vysoce
konzervovany u rlznych druhG rodu Mycobacterium
(zachytnost asi 75 %). Souasné provedena detekce
Mycobacterium tuberculosis komplexu (M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M.
microti, M. caneti, M. caprae, M. pinnipedi) pomoci
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Obr. 9 — Cytologie-
otisk jatra
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Obr. 10 — Histologie: granulom jatra (HE 200x)
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Obr. 11 — Histologie: granulom ledvina (HE 200x)
64

nested PCR amplifikujici ¢ast inzeréni sekvence 1S6110
(zachytnost zhruba 85 %) byla také negativni (obr. 13 a,
13b).

Diskuse

Principy coelioskopické diagnostiky u Zelv odpovidaji
postuplm, které jsou jiz deldi dobu Uspésné aplikovany
u ptakd.® Na nasem pracovisti vyuzivame pro coeliosko-
picka vysetfeni dospélych zelv Hopkins teleskop, 30°, pra-
méru 2,7 mm délky 18 cm a pro vySetfeni mensich jedin-
cu optiku 1,9 mm x 10 cm (Karl Storz Veterinary Endos-
copy, Némecko). Pro pfenos obrazu na monitor je nezbyt-
n& endoskopicka kamera (Flexilux C 1101). VyuZiti samot-
nych optik bez kamery je podle naSeho nazoru velice
obtizné, znaéné nekomfortni a nelze zachovat zakladni
pravidla asepse. Na rozdil od jestér( a hadu, neni pfi coe-
lioskopii Zelv nutna téméf zadna insuflace coelomu.**™
VétSinou postaci jednorazova aplikace 20 az 40 ml vzdu-
chu (pfi vySetfeni zelv od 250 do 1000 g) injekéni stfikac-
kou v prefemoralni oblasti do dutiny téIni. Kontinualni insu-
flace kysliénikem uhli¢itym nebo vzduchem je bez vyuziti
intubace a fizené ventilace v pfipadé Zelv problematicka,
s ohledem na rigidni charakter krunyfe a nebezpe¢i kom-
prese plic pfi zvySeném nitrotélnim tlaku. Pro sterilizaci
optickych nastroji a svételného kabelu pouzivame 2%
roztok glutaraldehydu (Cidex ), ur€eny pro chemickou ste-
rilizaci endoskopu. Operaéni pole je pfipraveno standard-
né na asepticky zakrok.

NejCastéjSimi indikacemi pro coelioskopie u Zelv jsou na
nasem pracovisti hepatopatie a nefropatie, kde provadime
vySetfeni s cilem odbéru biopsii z postizeného organu.
Dalsi indikaci pro coelioskopické vySetfeni mlze byt nut-
nost hodnoceni funkéniho stavu vaje¢nikll u samic, kde
neni mozné nebo diagnosticky pfinosné rentgenologické
a ultrasonografické vySetfeni, zvlasté pfi podezfeni na foli-
kularni stazi, oofortis a jiné patologické stavy pohlavnich
organ(.”" U Zelv se preferuje levy prefemoralni pfistup
v pravé bocni poloze pacienta.>®* Pro nékteré indikace
(vySetfeni pankreatu, levé ledviny ¢i tenkého stfeva) je
vhodnéjsi pravostranny prefemoralni pfistup.
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Obr. 12 — Histologie: barveni dle ZN 200 x
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Obr. 13 - Detekce mykobakterii pomoci nested PCR

a) Detekce Mycobacterium tuberculosis komplex

b) Detekce Mycobacterium spp.

1. vzorek (1ug DNA), 2. vzorek (3 ug DNA), pk pozitivni
kontrola, nk negativni kontrola, v voda, M marker moleku-
lovych velikosti.

Biopsie odebirame bud pfes pracovni kanalek pochvy
endoskopu, nebo pfes separatni pracovni port. Pro pfi-
padné odbéry biopsii z ledviny, je nutné pfi intracoelo-
mickém pfistupu provést nejdfive drobnou incizi v jejim
pouzdfe. Je popsan i extracoelomicky pfistup k ledviné.
Také biopsie jater provadime po incizi visceralni sero-
zy.>® Technika provedeni coelioskopie u plaz( a pfistu-
py k jednotlivym organiim jsou popsany v dostupné lite-
ratufe.>s®

V prezentovaném pfipadé byla minimalné invazivni
endoskopie jedinou pfinosnou diagnostickou metodou
in vivo. Zobrazeni granuloml velikosti nékolika malo
milimetrll pomoci ultrasonografie je i pfi optimalnim
technickém vybaveni (mikrokonvexni sonda 10 MHz
a vice) velice obtizné. Pouze pitva by prokazala takto
masivni nalezy, pfi€emz by zvife bylo pravdépodobné
jesté delsi dobu zcela zbyte€né symptomaticky lé¢eno.
Biopsie v tomto pfipadé nebyly odebrany béhem coelio-
skopie s ohledem k nalezu, ktery byl zfejmou indikaci
k eutanazii a nasledné pitvé zvifete.

Kvuli podezfeni na mykobakterialni infekci byly odebrané
sekéni materialy podrobeny nejen béznému histologickému
vySetfeni, ale také specifickému barveni dle ZN. Dale se
jevilo nezbytné specifikovat mykobakterie s ohledem na
mozny zoonoticky potencial nékterych druhli (MTC = M.
tuberculosis complex). V nasem pfipadé jsme pouzily pro
detekci, ¢ vylouc€eni specifickych DNA fragmentd MTC
metodu PCR. S ohledem na tyto moznosti nebyla provadé-
na mikrobiologicka kultivace.

Cytologickym vySetfenim otisku tkané jater a ledvin byl
pouze prokazan nespecificky zanétlivy proces.

V nam dostupné literatufe existuje jen pomérné malo
referenci k nalezim mykobakterii u Zelv. Casto se jedna
o kultivaéni ndlezy bez konkrétnich popisl klinického
stavu postizeného zvifete a kultivaéni nalezy z absce-
dujicich zanétl. V poslednich desetiletich byla prokaza-
na u plazl cela fada mykobakterii (M. chelonei, M.tham-
nopheos, M. avium, M. marinum, M. ulcerans, M. intra-
cellulare, M. tropidonotus, M. haemophilum, M. kansa-

si, M. tuberculosis, M. fortuitum, M. smegmatis a M.
phlei)."*" VétSina z nich se fadi do skupiny Mycobacte-
ria other than MTC (mykobakterie odliSné od M. tuber-
culosis complex, MOTT). Taxonomicka validita nékte-
rych druhl neni jednoznaéna. Cést téchto (oportunnich)
patogenl ma zoonoticky potencial. Popsany jsou zvlas-
té viedovité léze na klzi u oS$etfujiciho personélu po
infekci pfes kozni rany. Je pravdépodobné, Ze plazi tvofi
urCity rezervoar pro Clovéka potencialné patogennich
mykobakterii. Zda je vznik multicentrickych granuloma-
téznich zmén u Zelv podobny tuberkuléze savcl neni
zcela jasné, zda se ndm ov8em byt pravdépodobny
s ohledem na klinicky obraz popsaného pfipadu a udaje
z literatury.’™'®'® Podrobnosti k etiologii a patofyziologii
tuberkulézy u savcl najdeme na jiném misté.20

Lze predpokladat, Ze pfi klinické manifestaci onemocné-
ni hraje zna¢nou roli stav imunitniho systému pacienta. Je
totiz zfejmé, Ze vétSina popsanych infekci u plaz( byla
vyvolana oportunné patogennimi saprofytickymi druhy
(MOTT)."*" U plazl rozliSujeme akutni a chronické formy
granulomatéznich zanétl. Takzvané heterofiini granulomy
jsou zplsobené extracelularnimi mikroorganismy, zatimco
histiocytarni granulomy jsou vysledkem intracelularni infek-
ce. Akutni granulomatézni zanéty prechazeji postupné do
chronickych forem, vyznacujicich se charakteristickou
populaci epiteloidnich bunék, lymfocytl, plazmocytt, pfi-
padné mnohojadernych obfich bunék, obklopujicich cent-
ralni, nékdy nekrotickou 1ézi. Pozdéji dochazi k fibrotickému
opouzdfeni granulomu.'>'

V popsaném pfipadé se klonime spiSe k chronickému
pribéhu onemocnéni. Klinické projevy mykobakterioz
u plazd jsou zcela nespecifické a liSi se podle postizeni
organ(. Nejcastéji je zfejmé afektovan respiracni aparat,
sliznice horniho zazivaciho traktu a kiize. Byly popsany pfi-
pady postizeni CNS s vyhradné neurologickymi symptomy,
vyjime¢né byly pozorovany i mykobakteridlni osteoartriti-
dy."™ VétSina diseminovanych granulomatéznich zanéti
je diagnostikovana post mortem s vyjimkou sou€asné se
vyskytujicich granulomd na télnim povrchu, dutiné ustni &i
koncetinach (pfipadné prokazatelné rentgenologicky).19
V téchto pfipadech Ize diagndzu stanovit pfimym mikrosko-
pickym vySetfenim bioptatd obarvenych metodou dle ZN
nebo pomoci kultivaéniho vysSetieni vzorkl, pomoci special-
nich diagnostickych medii.

Dfive byla v diagnostice mykobakterii preferovana mik-
robiologicka kultivace. Posledni dobou se doporucuje pfi
nalezu granulomatéznich 1ézi v prvni fadé histologicka
diagnostika, samotné mykobakterie jsou zde detekovany
specialnim barvenim podle ZN. Senzitivita vySetfeni je
ovSem relativné nizka. Velice citliva detekce DNA frag-
mentd MTC v bioptatech &i nekroptickém materialu je
mozna pomoci PCR."622

V na$em pfipadé jsme na zakladé vysledkd PCR vylougci-
li pfitomnost MTC. Vzhledem k vysledkim pfimého mikro-
skopického vyS$etfeni a histologickych zmén se pravdépo-
dobné jednalo o saprofytické mykobakterie patfici do skupi-
ny MOTT. Terapie se podobné jako u domécich zvifat
nedoporucuje vzhledem k perzistenci infekce, ale zvlasté
kvali teoretické moznosti zoonotického potencialu choroby
a nebezpedi infekce dalSich zvifat v chovech.?#
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Spatny Klinicky stav Zelvy byl zfejmé zpGsoben chronic-
kym renalnim selhanim, celkovym vycerpanim a chronic-
kym multiorganovym postizenim (granulomatézni hepatitida
a myokarditida). V naSem pfipadé se ukazalo, jak malo
senzitivni jsou u tohoto typu onemocnéni hematologické
a biochemické vysetieni. | kyselina moc¢ovéa se u naseho
pacienta nachazela v referenénim rozmezi.®'**® Také krevni
obraz nenaznadoval rozsah infekce.VySetieni dalSich para-
metr( (TP, albumin, ionty) nebylo provedeno z ekonomic-
kych ddvod.

Zaver

Coelioskopie se ukazala byt v pfipadé multicentrického
granulomatézniho zanétu u Zelv velice spolehlivou dia-
gnostickou metodou in vivo. P¥i infekci dychacich cest
mykobakteriemi u hada byla uzite¢nost endoskopie jiz
demonstrovana jinymi autory, ojedinéle byla touto cestou
prokézana také mykobakteriéza ledvin u Zelvy.5,15 Pofizo-
vaci cena technického vybaveni je sice relativné vysoka,
jeho vyuziti je v mediciné malych zvifat v8ak Siroké (rino-
skopie, cystoskopie, artroskopie atd.), ¢imz lIze pocitat
s efektivnim zhodnocenim a navratnosti nakladud. Pro pres-
né stanoveni mikrobiologické diagndzy je nutna spoluprace
se specializovanou laboratofi (kultivace, histologie, PCR),
zvlasté pfi podezfeni na mykobakteridlni infekce. Je totiz
pravdépodobné, ze plazi tvofi rezervoar pro ¢lovéka pato-
gennich mykobakterii podobné jako jini poikilotermni zivoci-
Chové_24,25,27,28
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