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THE EFFECT OF LOW PROTEIN DIET ON THE EPITHELIUM
OF NEPHRON SEGMENTS IN SHEEP

VPLYV NÍZKOBIELKOVINOVEJ DIETY NA EPITEL SEGMENTOV 
NEFRÓNU OVIEC

J. Kočišova, M. Szanyiová, Š. Faix, E. Leng

Institute' of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: Changes in the epithelium thickness of proximal and distal convoluted tubule of cortex, thin descending limb 
of Henle loop from inner stripe of outer medulla, thick ascending limb from outer stripe of outer medulla and of collecting 
duct from inner medulla were investigated in young growing sheep fed a low protein diet (LP). Sheep on LP-diet were given 
a daily ration with 5.73 g of nitrogen and 6.13 MJ of digestible energy (DE) while the daily intake of control group was 
19.51 g of N and 12.29 MJ of DE. Both groups of animals were fed these diets at least 6 weeks before collection of kidneys. 
Morphometric analysis with digitizing tablet showed that intake of LP-diel resulted in significant reduction of epithelium 
thickness in both distal convoluted tubule and thick ascending limb while the epithelium of collecting duct was found to be 
thicker. No changes of the epithelium dimensions were determined in proximal tubule and in thin descending limb of Henle 
loop. Presented results point to the morphological expression of the adaptation of sheep kidneys to a low dietary protein 
intake which is associated with the increased renal reabsorption of urea.

kidney; morphometry; protein intake

ABSTRAKT: Změny v hrúbke epitelu proximálneho a distálneho stočeného kanálika kory. tenkého zostupného ramena 
Henleho klučky z vnútorncho prážku vonkajšej drene, hrubého vzostupného ramena vonkajšieho prážku vonkajšej drcne 
a /.berného kanálika vnútornej drcne holi skú mane u mladých rastúcich oviec krmených nízkobielkovinovou diétou (LP). 
Krmná dávka oviec na LP-diétc obsahovala 5,73 g dusíka a 6,13 MJ strávitelnej energie (DE), zatiafčo ovce v kontrolnej 
skupině mali denný prijem 19,51 g N a 12,29 MJ DE. Obe skupiny zvieral přijímali tielo diéty najmenej šesť týždňov před 
odobratím obličick. Morfometrická analýza s digitizačným tabletom ukázala, že příjem LP-diéty sposobil signifikantní! re- 
dukciu hrábky epitelu distálneho stočeného kanálika a hrubého vzostupného ramena Henleho klučky, zatialčo epitcl zberného 
kanálika bol naopak zhrubnutý. Rozměry epitelu proximálneho stočeného kanálika a tenkého zostupného ramena sa neměnili. 
Prezentované výsledky ukazujú na morfologický přejav adaptácie obličiek oviec к příjmu nízkobielkovinovej diéty. ktorá je 
spojená so zvýšenou renálnou reabsorpciou močoviny.

oblička; morfometria; příjem bielkovín

ÚVOD

Je dobře známe, že obličky prežúvavcov na nízko­
bielkovinovej dieto májá velká schopnost" znížiť exkré- 
ciu endogénnej močoviny a vracať ju spát" do krvného 
oběhu. Takto zadržaný dusík endogénnej močoviny je 
po jeho recyklizácii cez tráviaci trakt znovu využitý na 
proteosyntézu a stavbu těla (Boďa, 1980). Základné 
principy tohto mechanizmu nazývaného rcnálna reten- 
cia močoviny sú redukcia glomerulárnej filtrácic a tým 
aj množstva pref iltrovanej močoviny (Eriksson 
a Val tonen. 1982), zvýšená transportná kapacita 
pre tubulárnu reabsorpciu močoviny (Leng a i.. 1985) 
a zvýšená reabsorpcia močoviny cez epitcl renálnej 
pánvičky (C i r i o a Boivin. 1990). Napriek množ­
stvu informácií o tubulárnej reabsorpcii močoviny 
v obličkách oviec a aj iných prežúvavcov (Leng, 1991)

údaje o změnách štruktúry obličiek oviec s vysokou tu- 
bulárnou reabsorpciou močoviny počas příjmu nízko­
bielkovinovej diéty (LP) v literatúre chýbajú. Preto ci- 
ďom tejto práce bolo získat’ nové poznatky o štruktúre 
tých segmentov nefrónu oviec na LP-diéte, ktoré sa 
najviac zapájajú do renálnej recyklizácie a reabsorpcie 
močoviny.

MATERIÁL A METÓDA

V pokusoch sa použili mladé rastúce ovce vo veku 
šesť mesiacov o živej hmotnosti 22 až 25 kg. Zvieratá 
v kontrolnej skupině (n = 8) přijímali diétu s obsahom 
19.51 g N a 12.29 MJ strávitelnej energie, ovce na níz­
kobielkovinovej diéte (/? = 8) mali denný příjem 5,73 
g N a 6,13 MJ strávitelnej energie. Minerálic a voda
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boli volné dostupné. Obe skupiny holi takto krmené 
najmenej šesť týždňov před odobratím vzoriek obličko- 
vého tkaniva. Přesné zloženic diét je uvedené v tab. I. 
Po zabití zvierat boli obličky perfundované roztokom 
glutaraldehydu (GA) o koncentrácii 300 pmol/l v 0,1 mo- 
lárnom fosfátovom pufri. Excízie tkaniva boli odobrané 
z kóry obličick. z vonkajšieho a vnútorného prážku 
vonkajšej drenc a z vnátornej drene a dofixované 
v GA. Potom následovala postfixácia v 40 pmol/1 OsO4, 
odvodňovanie v stápajácej alkoholovej rado, presýte- 
nie zalievacími médiami a napokon boli excízie zaliate 
do Durcupanu ACM. Ultratenké řezy boli kon­
trastované uranylacetátom (Watson, 1958) a citrá- 
nom olovnatým (Reynolds, 1963) a následné preze- 
rané v elektrónovom mikroskope JEM 1200 EX. Výška 
epitelu proximálneho a distálncho stočeného kanálika, 
tenkého zostupného ramena Henleho klučky z vnútor­
ného prážku vonkajšej drenc, hrubého vzostupného ra­
mena vonkajšieho prážku vonkajšej drenc a zberného

kanálika vnátornej drcne holá meraná pomocou digiti- 
začneho tabletu OCÉ Graphics G645I a nametané hod­
noty holi vyhodnotené nepárovým Studentovým r-tes- 
tom.

VÝSLEDKY

Výsledky pokusov sá uvedené v Tab. II.
Epitcl huniek proximálneho stočeného kanálika kon- 

trolnej skupiny mal výšku 8,78 ± 0,74 pm, zatialco 
u LP-skupiny sa sa nameralo 7.74 ± 0.50 pm (NS).

Hrábka epitelu distálncho stočeného kanálika bola 
u oviec na LP-diétc signifikantně nižšia (5,56 ± 0,28 
vs. 8,48 ± 0.50 pm, P < 0.001).

Hrábka epitelu tenkého zostupného ramena Henleho 
klučky z vnútorného prážku vonkajšej drcne bola 
v kontrolnej skupině 1,88 ± 0,12 pm a u oviec na LP- 
-diétc 1,64 ±0,13 pm, (NS).

I. Zloženie dennej křmnej dávky pre ovce - Composition of daily feed ration for sheep

Kontrolná diéta1

Zložka2 Množstvo10 
(g)

Sušina11 
(g)

Dusík12 
(g)

Strávitefná energia13 
(MJ) 1

Seno3 350.0 297.5 6.83 2.95

J ač me ň4 400,0 340,0 6.72 6.12

Pšeničné otruby5 250.0 220.0 5.96 3.22

Spolu'1 1000,0 857.5 19.51 12.29

Nízkobielkovinová diéta7

Seno3 100,0 85,0 1.95 0.84

Jačmenná slamaK 500.0 425,0 2.80 3.87

Kukuřičný škrob9 60.0 53.4 0.03 0.90

Pšeničné otruby 40,0 35,2 0,95 0.52

Spolu'1___________________ 700,0 598,6 5.73 ________ 6,13

'control diet. 2ingredient, hay, 4harley, 5 wheat bran. 6total. 7low-protein diet. Kbarley straw. 9corn starch, "amount, "dry matter, '"nitrogen, 
'^digestible energy

II. Změny v hrúbke epitelu (pm) segmentov nefrónu oviec krmených šesť týždňov nízkobielkovinovou dietou - Changes in the epithelium 
thickness (pm) of nephron segments of sheep fed low protein diet for six weeks

Segment nefrónu1 K-diéta2 LP-diéta3 P

PCT 8.78 ± 0,74 7.74 ± 0,50 NS

DCT 8.48 ± 0,50 5.56 ± 0.28 <0.001

DTL (IS ОМ) 1.88 ±0.12 1.64 ± 0.13 NS

TAL (OS ОМ) 7.05 ± 0.38 5.81 ± 0.20 <0.05

IMCD 6.63 ± 0.49 8.35 ± 0.50 <0.05

Hodnoty sú priemer ± SEM - Values are mean ± SEM
K-diéta = kontrolná diéta - control diet
LP-dieta = nízkobielkovinová diéta - low protein diet
PCT = proximálny stočený kanálik - proximal convoluted tubule
DCT = distálny stočený kanálik - distal convoluted tubule
DTL = tenké zostupné rameno Henleho kfučky z vnútorného prážku vonkajšej drene - thin descending limb of Henle loop from inner 

stripe of outer medulla
TAL = hrubé vzostupné rameno Henleho kfučky z vonkajšieho prážku vonkajšej drene - thick ascending limb from outer stripe of outer 

medulla
IMCD = zberný kanálik z vnátornej drene - collecting duct from inner medulla

'nephron segment. 2K-diet. 3LP-diet
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V hrubom segmente vzostupného ramena Henleho 
klučky z vonkajšieho prážku vonkajšej drcne sme zistili, 
že epitel zvierat na LP-diéte bol signifikantně nižší (5,81 
± 0,2 pm) než v kontrolnej skupině (7,05 ± 0,38 pm, P < 
0,05). Naproti tomu epitel zberného kanálika z vnátornej 
drcne bol statisticky významné vyšší u oviec na LP-diéte 
(8,35 ± 0,5 vs. 6,63 ± 0,49 pm, P < 0,05).

DISKUSIA

Údaje o hlavnom miestc rcabsorpcie močoviny 
u oviec na LP-diéte v literatáre chýbajá, čo je dané 
nedostupnosťou zberných kanálikov drcne a papily 
týchto zvierat pre mikropunkčné techniky (Leng, 
1991). Pokusy na potkanoch a iných hlodavcoch jasné 
ukázali, že hlavným micstom rcabsorpcie močoviny 
ovplyvňujúcim jej renálnu rctcnciu sú zberné kanáliky 
vnútornej drcne, resp. papily (Clapp, 1966): Zhrub- 
nutie epitelu tohto segmentu nefrónu u oviec poukazuje 
na změny v jeho mctabolickej aktivitě pravděpodobně 
spojenej aj so zváčšením resorpčnej plochy. Podobné 
výsledky boli opísané u hlodavcov na LP-diéte (Sa­
kai a Hijikata, 1991). Isozaki a i. (1993) 
prcdpokladajú na základe podobných nálezov u potka- 
nov, že idc vlastně o morfologický přejav zvýšeného 
aktívneho transportu močoviny v zberných kanálikoch. 
Je zaujímavé, že aj po podávaní vazopresínu potkanom 
boli nájdené takmer zhodné změny v zberných kanáli­
koch (Nielsen a i., 1993), čo by podporovalo názor 
o úlohe V2 receptorov tohto oktapeptidu při zvýšenom 
transporte močoviny ccz buňkové membrány (К n c p - 
per a Star, 1990).

Redukciu epitelu v tenkom zostupnom ramene Henle­
ho klučky u potkanov na LP-diéte popísali aj 
S c h m i d t - N i e 1 s e n a i. (1985). Je známe, že počas 
příjmu LP-diéty sa u oviec najvyššia tkánivová konccn- 
trácia močoviny presúva z papily do vnútorného prážku 
vonkajšej drcne (Rabinowitz a i., 1973). Mohlo by 
to súvisieť so zásadným kvantitativným posunom v intra- 
renálncj recyklizácii močoviny ako dósledok zmenenej 
permeability zberných kanálikov a niektorých častí Hen­
leho klučky к močovině počas příjmu LP-diéty.

Na možné zapojenic aj distálncho stočeného kanáli­
ka do týchto procesov u oviec poukazujá aj početné 
vakuoly, dilatované endoplazmatické retikulum a auto- 
fágické vakuoly popísané v našej nedávnej práci (Ko- 
č i š o v á , 1994).

Výsledky tejto práce sá prvými ádajmi o změnách 
hrábky epitelu segmentov nefrónu prežávavcov počas 
redukovaného příjmu bielkovín diétou a ukazujá na 
morfologický přejav adaptácie ich obličiek na zvýšená 
renálnu reabsorpciu močoviny.
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BOOK REVIEW RECENZE

J’ACCUSE. ENVIRONMENT AND SMIDAK PRINCIPLES

ŽALUJI. ŽIVOTNÍ PROSTŘEDÍ A SMIDAKOVY PRINCIPY

E. F. Smidak

Luzern, Avenira Foundation. 1996. 143 s.

Emil F. Smidak se narodil v roce 1906 v Ostravě. 
Většinu svého života prožil ve Švédsku, jehož občan­
ství také má. Pracoval v různých Funkcích v průmyslu 
ve více evropských zemích. V současnosti je preziden­
tem Nadace Avenira (Avenira Foundation for Human 
Research) ve švýcarském Luzernu. V roce 1981 mu byl 
udělen čestný doktorát filozofie Karlovy univerzity 
v Praze. Jako publicista a filozof se věnuje problema­
tice environmentalistiky, neustále vzrůstající lidské po­
pulaci, energetickým zdrojům, ohroženým živočišným 
a rostlinným druhům, kontaminantům vzduchu a vody, 
dopravě, stavu výživy, nezaměstnanosti apod.

Ne náhodou dal E. F. Smidak do názvu své knihy 
historicky známý nadpis obhajoby Emila Zoly v pro­
slulé Dreyfusově aféře. Životní prostředí, s výhledem 
na možnost přežití budoucích generací lidstva a mnoha 
živočišných druhů, vzbuzuje obavy přímo alarmující. 
Odborníci předpovídají, že lidstvu zbývá jen několik 
málo desetiletí než budou vyčerpány všechny přírodní 
zdroje umožňující lidskou existenci a vyšší formy /i 
vota. Podle IUCN (International Union for Conservati­
on of Nature and Natural Resources) je na červené lis 
tině ohrožených druhů 3 175 obratlovců a 2 754 
bezobratlých.

Před pěti roky se sešlo ve Washingtonu více jak 
1 500 vědců (mezi nimi bylo 99 nositelů Nobelovy ce­
ny), jimž leží na srdci budoucí osudy lidstva a života 
na planetě Země. Na závěr svého několikadenního ro­
kování vydali celosvětové prohlášení к nejnaléhavějším 
problémům ohrožujícím život na Zemi: války, masové 
migrace lidské populace, bída, devastace a aridizace 
krajiny, znečistění oceánů toxickými látkami a mýcení 
deštných lesů. Vědci adresovali své poselství lidstvu. 
Oslovují každého člověka ať je kdekoliv, neboť v dané 
situaci je zapotřebí pomoci každého jedince. Svůj díl 
pomoci vidí E. F. Smidak v publikaci, jíž dal název Ža­
luji. Vytýčuje dva tzv. Smidakovy principy: první princip 
zní Moc a Odpovědnost a druhý Akce a Reakce.

Co míní autor prvním principem? Nikdo by neměl 
mít víc moci než odpovědnosti a opačně. Pouze takoví

jedinci by měli vládnout mocí, kteří mohou nést i od­
povědnost za své činy.

Co je míněno druhým principem? Slovo akce ozna­
čuje něco, co je uděláno, vykonáno. Je to určitá míra 
nebo stupeň něčeho, podnikání, činnosti. Slovo reakce 
značí odpověď, opačný účinek, následek. Je nezbytně 
nutné, aby se odvíjel nepřerušený řetěz akcí a reakcí. 
Akce se dá posoudit, až objevíme největší počet mož­
ných reakcí. Nejen lidský jedinec, ale celý vesmír 
vznikl věčnými procesy akce a reakce probíhajícími ti­
síce, možná miliony let.

Jak jsou Smidakovy principy respektovány v sanač­
ních procesech životního prostředí? Podle statistických 
údajů PRB (Population Reference Bureau) bylo na Ze­
mi na začátku historické epochy (asi 7 000 let př. Kr.) 
sotva deset milionů lidi. V roce 1950 (tj. za 8 950 roků) 
vzrostla populace na 2,5 miliardy. Mezi rokem 1950 
a 1987 (tj. za pouhých 37 let) se rozrostla lidská popu­
lace o stejný počet a dosáhla pěti miliard. Podle první­
ho principu Moci a Odpovědnosti kdo má moc ovlivnit 
porodnost? Kdo může učinit příslušná opatření? Kdo 
nese odpovědnost? Kdo a co pro problém udělal?

Ve stejné době od počátku historické epochy získá­
valo několik milionů lidí svou potravu z 5 000 druhů 
divoce rostoucích rostlin. Dnes, kdy svět obývá více 
než pět miliard lidí, získáváme 90 % své denní energe­
tické potřeby z pouhých 20 rostlinných druhů.

E. F. Smidak odvodil své Principy ze života po dlou­
holetých profesionálních a praktických zkušenostech. 
Objevil fundamentální zákony, kterými se řídi dnešní 
cesta lidstva a života, provedl metodické analýzy no­
vých poznatků o kombinovaných účincích přírodních 
procesů. Smidakovy principy jsou významné pro každý 
vědní obor a především pro mezioborovou spolupráci.

Pro bohatou faktografickou dokumentaci bych pře­
čtení Smidakovy knihy doporučoval nejen každému vě­
deckému pracovníkovi, ale i každému člověku, neboť 
všichni máme svůj díl odpovědnosti za slav, který je. 
A na každém jedinci také záleží podaří-li se zvrátit vý­
voj více než znepokojující.

Prof MUDr. et MVDr. h.c. Leopold Pospíšil. DrSc.
Výzkumný ústav veterinárního lékařství, Brno
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IDENTIFICATION OF ENTEROTOXIN-PRODUCING STRAINS
OF ESCHERICHIA COLI BY PCR AND BIOLOGICAL METHODS

DETEKCE ENTEROTOXIGENNÍCH KMENŮ ESCHERICHIA COLI PCR
A BIOLOGICKÝMI METODAMI

P. Alexa, I. Rychlík, A. Nejezchleb, J. Hamřík

Veterinary Research Institute, Brno, СгесИ Republic

ABSTRACT: The polymerase chain reaction (PCR) and biological methods for detection of enterotoxigenic strains of 
Escherichia coli were compared. The tests for LT, STa and STb were done in the cell line Yl, suckling mice, and ligated 
piglet intestinal loops, respectively. The production of STb was tested only in strains negative for L.T and STa. The polymerase 
chain reaction has proved to be a more specific and reliable method than the biological methods. Unlike the latter, PCR allows 
the detection of strains producing in vitro only low quantities of the toxin. On the other hand, PCR fails to identify strains 
producing toxic substances with a different structure hut the same or similar biological properties.

Escherichia coli; ETEC; enterotoxins, PCR; LT; STa; STb

ABSTRAKT: V práci byla srovnávána detekce enterotoxigenních kmenů Escherichia coli pomocí PCR a biologickými metodami. 
Detekce LT byla prováděna na buněčné linii Yl. STa byl detekován na sajících myškách, STb byl prokazován u kmenů dávajících 
negativní výsledky při detekci LT a STa na podvázaných střevních kličkách selat. Metoda PCR je specifičtější a spolehlivější při 
určení schopnosti produkce enterotoxinů ve srovnání s biologickými metodami. Pomocí PCR je možno detekovat kmeny, které in 
vitro produkují nízké množství toxinu a biologické metody je neodhalí. Pro vysokou specifitu však PCR neodhalí kmeny, které 
produkují toxické substance s odlišnou strukturou, ale se stejným biologickým účinkem.

Escherichia coli; ETEC; enteroloxiny; PCR; LT; STa, STb

INTRODUCTION

Escherichia coli occurs in the digestive tract of both 
healthy and sick animals. Pathogenic strains differ from 
non-pathogenic ones particularly in that they carry 
virulence factors such as enterotoxins and colonization 
factors of diarrhoea-inducing Escherichiae.

The strains of E. coli producing enterotoxins are 
referred to as enterotoxigenic E. coli (ETEC). Such 
strains can produce the heat-labile enterotoxin (LT), 
any of the heat-stable enterotoxins (STa. STb), or any 
combination of the three. STa and STb differ from each 
other in their solubility in methanol and in the biologi­
cal effects. The enterotoxins produced by Escherichiae 
act on receptors of the small intestine inducing a dys­
balance between intestinal absorption and secretion and 
the ensuing intestinal accumulation of fluid, clinically 
manifested as diarrhoea.

The pathogenic strains of E. coli can be distin­
guished from non-pathogenic ones by the demonstra­
tion of virulence factors. The original methods of de­
tection of LT and ST were based on their potential to 
induce accumulation of the fluid in the intestine. This 
potential has been used in the ligated intestinal loop lest 
(Smith and Halls. 1967). Heat-labile enterotoxin 
shows antigenic activity and can also be demonstrated

by serological methods. Moreover, it induces specific 
morphological changes in certain cell lines (Don la el 
al., 1974), such as Y1. Orally administered STa induces 
accumulation of fluid in the intestine of suckling mice, 
resulting in a shift of the ratio between the intestinal 
and body weights (Dean ct al.. 1972). Heat-stable 
enterotoxin STb is detectable by biological methods 
only using the ligated intestinal loop test in strains 
negative for LT and STa.

The developments in molecular biology enabled 
identification of genes coding for certain bacterial char­
acteristics by the polymerase chain reaction (PCR). 
PCR is a highly specific and sensitive method allowing 
the identification of specific DNA segments in tested 
samples (Saiki et al.. 1988). The aim of our experi­
ments was to test the potential of PCR in the detection 
of the genes coding for LT, STa and STb in strains of 
E. coli isolated from clinical materials.

MATERIAL AND METHODS

Strains

Strains of E. coli maintained in the laboratory and 
fresh porcine and calf isolates from clinical materials 
were tested. The strains E. coli 5034 (0141 : K9I :
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K88c : НЮ LT + STa + STb +) and 9026 (0157 : 8813 
LT + STa + STh +) were used as positive controls.

Biological methods

Biological tests were used for comparative purposes. 
Heat-labile enterotoxin was detected in supernatants of 
cultures using the cell line Y1 (S a 1 a j k a et al.. 1991, 
1992), STa by inoculation of new-born mice 
(Stavric and Jeffrey, 1976), and STh in ligated 
intestinal loops of piglets (S m i t h and Halls. 1967). 
The latter test was done only in strains negative for LT 
and STa.

PCR

The primers were selected from sequences described 
by Dallas and Falkow (1980). Lee et al. (1983). 
and Sckizaki et al. (1985) and supplied by Biovendor 
(Czech Republic). Heat-stable DNA polymerase (TBR 
Thermalase) was supplied by AMRESCO (USA).

Primers:
LT1 5' TTA CGG CGT TAG TAT CCT CT 3' 
LT2 5" GGT CTC GGT CAG ATA TGT GA 3' 
amplification product LT - 275 base pairs

STal 5' TTT CTG TAT TAT CTT ТСС CC 3’ 
STa2 5’ATT АСА АСА AAG TTC АСА GC 3' 
amplification product STa - 167 base pairs

STbl 5’ TCT TCT TGC АТС TAT GTT CG 3' 
STb2 5’ TCT СТА ACC CCT AAA AAA CC 3" 
amplification product STh - 138 base pairs

PCR was run in 20 pl of the reaction mixture under 
a layer of liquid paraffin. The reaction mixture con­
tained:
2 pl of the reaction buffer (tenfold concentrate) 
200 pM NTP
10 pmol of each primer 
0.5 U TBR thermalase 
2 pl DNA (tested sample) 
and the volume was completed to 20 pl with deionized 
H2O.

Stock PCR mixture for the tests of 20 samples was 
prepared by mixing the appropriate amounts of reaction 
buffer, dTPs, primers, and water to reduce the risk of 
contamination. The stock mixture was kept at -20 °C 
for up to six months. Once thawed, the rest of the 
mixture was never re-used. The adequate amount of 
TBR Thermalase was added into the thawed mixture 
and 18 pl volumes were distributed into 0.5 ml PCR 
test tubes. Finally, 2 pl of DNA (sample) were added 
into each tube. A positive control was run along with 
each set of samples.

Isolation of DNA

One colony of the tested culture was suspended in 
50 pl of deionized water (MilliQ UF. Millipore) and

boiled for 10 min. Cell debris was removed by a short 
cycle of centrifugation (10 000 g for 1 min) and 2 pl 
of the supernatant were withdrawn as the DNA of the 
sample.

Cycling

The initial cycle of 5 min at 94 °C was followed by 
thirty cycles of 45 sec with alternating temperatures 
92 °C, 48 °C. and 72 °C and the reaction was com­
pleted by a cycle of 5 min at 72 °C. The cycling con­
ditions were tested using the thermocyclers MJ Re­
search PTC 200.

The resulting amplification products were detected 
by electrophoresis in 2% agarose gel at 5 V/cm with 
ethidium bromide at the final concentration of 
0.5 pg/ml. The products were visualized in a transillu­
minator with a UV source.

PCR and biological tests were carried out in a dou­
ble blinder manner.

RESULTS

Of the 228 strains tested by PCR, 129 were tested 
simultaneously for the production of LT in the cell line 
Y1. The results are summarized in Tah. I. The two tests 
were yielded identical results in 125 (96.9%) strains. 
Negative or dubious results in the cell line test and 
positive results by PCR were obtained in three strains. 
One strain was positive by the cell line test and nega­
tive by PCR.

The production of STa was tested in 228 strains of 
F.. coli. The comparison of results of the mouse test and 
PCR is shown in Tab. II. The production of STa was 
detected by both methods in 53 strains. Three strains 
positive by the mouse test were negative by PCR and 
seventeen strains, belonging to the serogroups 0147 or 
0108, were negative (13) or dubious (4) by the mouse 
test and positive by PCR. Repeated mouse tests of the 
strains 0147 and 0108 yielded alternately negative, du­
bious and positive results.

The production of STb was examined simultane­
ously by the intestinal loop test and PCR in eight
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II. Detection of STa in individual serogroups of IL coli

Serogroup BP +
PCR +

BP -
PCR +

BP ±
PCR +

BP +
PCR -

BP ±
PCR -

BP -
PCR -

1
Total tested

OS 3 1 3 6
09 1 12 13
022 1 1
054 1 1 2 4
069 1 1
086 1 2 3
0108 4 5 3 1 12
0119 3 3
0141 4 1 7 12
0147 4 8 2 1 1 25
0149 3 1 3 37 44
0152 1 1
0157 5 3 1 1 9
O? 23 1 3 30 56
Other 3 36 38
Total 53 17 6 3 8 141 228

BP - suckling mouse test

strains. The methods were in agreement (five positive 
and two negative) results of the two methods were ob­
tained in seven of them. One strain (serogroup 0138) 
was positive by the intestinal loop test, but negative for 
LT. STa and STb by PCR. 1 10 of the 228 tested strains 
were positive by PCR. Most of them produced simul­
taneously one or two of the other enterotoxins and 
only 10. belonging to various serogroups, produced 
STb alone.

Total numbers of the strains under study are given in 
Tab. Ill and differences in the detection of enterotoxins 
by biological tests and PCR are summarized in Tab. IV. 
Considering the results of repeated biological tests, iden­
tical results for LT, STa, and STb were obtained in 96.8%, 
92.6%, and 87.5%' of the strains, respectively.

DISCUSSION

PCR is a highly specific and accurate method for the 
detection of enterotoxin-producing strains of E. coli. 
A high accuracy of the detection of enterotoxigenic 
strains of E. coli by PCR was claimed by Olive 
(1989) and Abe ct al. (1992). In our experiments, the 
differences in the detection of LT between the method 
using the cell line Yl and PCR were found with four 
strains. Three of them were negative or dubious by the 
biological test and positive by PCR. The results of the 
biological test were probably due to weak enterotoxi- 
genicity in vitro, while the positivity of PCR reflected 
the genomic structure of the strains. Positive by the 
biological test and negative by PCR was only one calf 
isolate (0.8%) classified with the serogroup 01 19. Ap­
parently, this strain produced a toxin different from LT. 
but similar to it as far as its biological activity was 
concerned.

The differences between the results of the mouse lest 
and PCR for STa were more apparent. Considerable 
differences were found particularly in the strains of the 
serogroups 0108, 0147, and 0157 carrying (he coloni­
zation factors 8813 (Fl8). Their cnterogenicity in vitro 
was apparently low and consequently the strains 
yielded negative or dubious results in the mouse test. 
Repeated testing yielded consistently positive results in 
PCR. but irregular results, varying between positivity 
and negativity, in the mouse test. These difference con­
firm the superiority of PCR. Doubtful results in the 
mouse test in strains negative by PCR may have been 
due to non-specific reactions of the intestine to the 
administered culture filtrate. More relevant is the dif­
ference between positive mouse tests and negative PCR 
(Tab. II) found in 3 strains (1.3%). These strains prob­
ably produce a toxin different from porcine STa. per­
haps a human-type STa or another toxin, inducing 
similar changes in the intestine of suckling mice.

Only eight strains were tested for the production of 
STb. because only strains negative by the cell line and 
suckling mouse tests were eligible. A difference be­
tween the results of the intestinal loop test and PCR 
was found only in one of them, which was positive by 
the biological test, but negative by PCR for STa. STb, 
and LT. The specificity of results of biological tests for 
STb depends on the correctness of the detection of LT 
and STa. False negative results in the suckling mouse 
(STa) or cell line (LT) tests result in a misinterpretation 
of the intestinal loop lest for STb. On the other hand, 
the intestinal loop test is unsuitable for the demonstra­
tion of STb in strains producing also LT and/or STa, 
because any of the latter two alone induces the accu­
mulation of fluid in porcine intestinal loop.

The results presented here show that PCR for LT or 
STa yields more accurate results than the biological
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Hl. Numbers of tested strains of E. coll

Toxin and method
STa LT STb

mice PCR Yl PCR loop test PCR

Positive 56 76 41 58 6 110

Negative 158 152 87 170 2 118

Dubious 14 0 1 0 0 0
Total 228 228 _______129 228 8 228

IV. Comparison of results of biological tests and PCR

Detection method
% of the number tested strains
STa LT STb

PCR+ 
biological method + 23.2/30.7* 29.5 62.5

PCR - 
biological method - 61.9 67.3 25

PCR+ 7.5/1.8* 1.6biological method -
PCR- 
biological method + 1.3 0.8 12.5

PCR+ 
biological method ± 2.6/0.8* 0.8 0

PCR - 3.5biological method ±

* Denominator indicates the percentage of strains after repeated 
testing in suckling mice.

tests and it allows the detection of strains producing 
STb. Thus PCR is capable of replacing the detection of 
the toxins in suckling mice or ligated porcine intestinal 
loops. On the other hand, biological methods arc capa­
ble of detection of other toxins with similar effects that 
are not detectable by the highly specific PCR. Although 
PCR is a suitable method for identification of entero­
toxigenic strains of E. colt, the use of biological meth­
ods, including bioassays, will be necessary in special 
cases for detection of yet not defined toxic substances.
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A METHOD OF PREVALENCE ESTIMATION OF INTRAMAMMARY 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND STREPTOCOCCUS AGALACTIAE 
INFECTIONS IN HERDS BY EXAMINATION OF BULK MILK
SAMPLES

METODA ODHADU PREVALENCE INTRAMAMÁRNÍCH INFEKCÍ
STAPHYLOCOCCUS AUREUS A STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
VE STÁDECH NA ZÁKLADĚ VYŠETŘENÍ BAZÉNOVÝCH VZORKŮ 
MLÉKA

P. Benda, M. Vyletělová, A. Ticháček

Research Institute for Cattle Breeding, Rapotín, Czech Republic

ABSTRACT: Parallel quantitative determination executed in 92 herds at 107 sampling dates was focused on the counts of 
major pathogens (Staphylococcus aureus. Streptococcus agalactiae) in bulk milk samples and on the prevalence of the above 
pathogens in a herd by examination of individual milk samples. The counts of main pathogens were also determined in terms 
of quantity in rinsing water before milking and in hulk milk samples in 5 herds with pipeline milking. Tab. I shows the 
qualitative analysis of the relation. Sensitivity of the method is satisfactory for the pathogens observed (95% and 91%, resp.). 
but method is less specific for Staph, aureus (67% against 92% Str. agalactiae). Figs. I and 2 show coordinate graphs of the 
results obtained while Figs. 3 and 4 document the distribution of frequency of the particular values in data sets. The values 
do not exhibit normal distribution (P < 0.01). Spearman's coefficient of rank correlation of bulk milk and individual 
examinations amounted to 0.823 and 0.900 for Staph, aureus and Str. agalactiae. respectively. Four mathematical models 
were tested in the course of quantitative analysis, describing the relation between hulk milk examination and individual 
examinations: (I) linear regression. (2) linear regression with fixed starting point. (3) logarithmic regression and (4) irrational 
function. A model based on the equation of irrational function (4) was found to he best: у = a + bx + cVv + к ± a, + 
i,c^ N.x A k \. Tah. II shows the parameters of the equation for examined microorganisms. Correlation coefficients for the above 
equation arc r = 0.733 and r = 0.842 for Staph. aureus and Str. agalactiae. respectively. Prediction curves (Figs. 5 to 8) and 
confidence regions of prediction curves were also determined for the best model, and a prediction table was constructed 
(Tab. Ill). It was confirmed that the milking machines were not a significant source of direct contamination of bulk milk 
samples with the examined pathoges (Tab. V).

mastitis; hulk milk samples; quantitative determination; Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; herd prevalence; 
prediction

ABSTRAKT: V 92 stádech školu a 107 odběrových termínech byl současně stanoven kvantitativně počet Staphylococcus 
aureus a Streptococcus agalactiae v bazénových vzorcích mléka a prevalence intramamárních infekcí uvedenými patogeny 
ve stádě na základě vyšetření individuálních vzorků, resp. čtvrťových vzorků z prvních střiků mléka. Dále byl v pěti stájích 
s potrubním dojením stanoven kvantitativně počet hlavních patogenů v proplachových vodách před dojením a v bazénovém 
vzorku mléka. Metoda je pro sledované patogeny uspokojivě citlivá (95, resp. 91 %). pro Staph, aureus ale méně specifická 
(67 % oproti 92 % Str. agalactiae). Při kvantitativní analýze dat byly ověřeny čtyři matematické modely, popisující vztah 
mezi bazénovými a individuálními vyšetřeními mléka: (I) lineární regrese, (2) lineární regrese s pevným počátkem, (3) 
logaritmická regrese a (4) iracionální funkce. Jako nej lepší byl shledán model založený na rovnici iracionální funkce у = a + 
bx + c^x + к ± at + i,c i 'six + kj. Korelační koeficienty pro uvedenou rovnici činí r = 0,733 a r = 0,842 pro Staph, aureus. 
resp. Str. agalactiae. Pro nejlepší model byly stanoveny také predikční křivky, oblasti spolehlivosti okolo predikčních křivek 
a vytvořena predikční tabulka. Dále bylo potvrzeno, že transportní cesty potrubního dojicího zařízení nejsou významným 
zdrojem kontaminace bazénového vzorku mléka sledovanými patogeny.

mastitis; bazénové vzorky mléka; kvantitativní stanoveni: Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; prevalence; 
predikce
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ÚVOD

Design optimálního kontrolního mastitidního pro­
gramu ve stádeeh dojnic je v současné době neustále 
předmětem diskuse. Příspěvkem do spektra kontrolních 
bodů by mohlo být také pravidelné sledování výskytu 
hlavních patogenů, způsobujících intramamární infekce 
(IMI) (Staph, aureus, Str. agalactiae") v bazénových 
vzorcích mléka. Uvedené patogeny tvoří podstatnou 
část populace mikroorganismů, účastnících se patoge- 
neze mastitid; například Wilson a Richards 
(1980) udávají 77 % ze všech izolovaných patogenů ze 
subklinických mastitid ve Velké Británii, Groote n- 
huis (1976) také 77 % a Schal li bau m (1993) 
okolo 50 % (Švýcarsko). Uvedené práce vycházely 
z řádově desítek tisíc případů a poskytují tedy dosta­
tečně reprezentativní pohled. Také naše sledování 
(Benda a Vyletčlová, nepublikováno) na asi 
25 000 vzorcích vykazují podobné výsledky; Staph, 
aureus a Str. agalactiae tvoři 68 % všech izolátů při 
vyšetření individuálních vzorků mléka. Bazénový počet 
somatických buněk (PSB) poskytuje sice informaci 
o aktuálním zdravotním stavu mléčných žláz, dojnic, 
ovšem bez informace, co případnou poruchu funkce 
způsobilo. Proto také existují poněkud rozdílné názory 
na využitelnost bazénového PSB. Domníváme se. že 
znalost aktuální prevalence daných patogenů ve sládě 
je velmi užitečná. Korelační koeficient mezi celkovou 
prevalencí intramamárních infekcí ve stádě a bazéno­
vým PSB se pohybuje podle autorů od 0,43 (Wilson 
a Richards, 1980) přes 0,500 (Pos11e aj.. 1971), 
0,621 (Pastrnková a Ryšánek. 1984) až po 
0,879 (Pearson a Greer, 1974). Je však známo, 
že prevalence Staph, aureus a PSB korelují velmi špat­
ně, zatímco u Str. agalactiae je tomu naopak (Pas- 
trnková a Ryšánek. 1984; Posile aj.. 1971). 
Údaje o kvantitativním stanovení hlavních patogenů 
v bazénových vzorcích mléka pocházejí většinou z hy­
gienických sledování (H a r v e у a G i 1 m o u r. 1985; 
Dumoulin a Peretz. 1993), týkají se pouze 
Staph, aureus a nejsou vztaženy к prevalenci infekci ve 
stádech. Kvalitativní analýzu odrazu výskytu patogenů 
mléčné žlázy v bazénovém vzorku mléka provedli 
Bramley aj., (1984), Erskine aj. (1987), Gold­
berg aj. (1991), Bartlett aj. (1991) a Sischo 
aj. (1993).

MATERIÁL A METODY

Vzorky mléka a proplachových vod

Vzorky mléka pocházely z mlékařských farem z. ob­
lasti severní a jižní Moravy a z východních Čech. Tes­
tování probíhalo v letech 1993 až. 1995 v rámci pora­
denské činnosti к problematice mastitid. Ve 107 
odběrových termínech byly v chovech současně ode­
brány bazénové vzorky mléka z úchovné nádrže po do­
jení a individuální vzorky mléka dojnic. Minimální po­

čet sledovaných dojnic ve stáji činil 23 kusů, průměrně 
byly v jedné stáji analyzovány vzorky od 71 dojnic. Ve 
stáji byly vždy vyšetřeny pokud možno všechny dojni­
ce, včetně zvířat s klinickými příznaky a zvířat zapřa­
hujících. Pokud v některých stájích byly provedeny 
opakované odběry, pak maximálně dvě opakování v in­
tervalu větším než. pět měsíců. Ve sledovaném souboru 
bylo zařazeno 92 stájí. Celkem bylo vyšetřeno 12 173 
individuálních vzorků mléka. Bazénové vzorky mléka 
byly ihned po odběru zchlazeny; v případě dlouhodo­
bějšího transportu byly konzervovány borito-sorbáto- 
vým konzervačním činidlem (Heeschen aj., 1969). 
Po doručení do laboratoře byly analyzovány do dvou 
hodin nebo pro pozdější zpracování zmrazený a ucho­
vávány při teplotě -18 °C nejdéle po dobu 14 dní. In­
dividuální vzorky mléka byly odebírány v souladu 
s doporučeními FIL/IDF (1981). V souboru se vysky­
tovaly jak čtvrťové, tak směsné vzorky od jednotlivých 
dojnic; důvodem odlišných způsobů odběru byly větši­
nou (vzhledem к poloprovoznímu charakteru sledová­
ní) požadavky chovatelů a servisních pracovníků. Čtvr­
ťové vzorky byly odebírány vždy ze všech čtvrtí 
vemene. Vzorky byly transportovány zchlazené, stej­
ným způsobem jako bazénové vzorky; nebyla však po­
užívána žádná konzervační činidla. Po doručení do la­
boratoře byly vzorky analyzovány bud ihned, nebo po 
uchování při teplotě 4 °C nejvýše 18 hodin. V případě, 
kdy nebylo možno dodržel uvedené podmínky, byly 
vzorky zmrazený a uchovány při teplotě-18 °C nejdéle 
14 dní.

Vzorky proplachových vod byly odebrány ve stájích 
s ověřeným vysokým výskytem sledovaných patogenů. 
Jednalo se o pět stájí s potrubním dojením pro 100 až. 
160 dojnic. Odehrán byl vždy vzorek proplachové vody 
před dojením a následný bazénový vzorek mléka. Pro 
každou stáj hyl odběr zopakován třikrát.

Stanovení Staphylococcus aureus a Streptococcus 
agalactiae

Stanoveni Staph, aureus v bazénových vzorcích 
mléka probíhalo stejným způsobem jako v naší před­
chozí práci (B e n d a a V у I e t č 1 o v á . 1995), stejně 
jako stanovení Str. agalactiae (B e n d a a Vyletč­
lová, 1997b). Individuální vzorky mléka byly 
v množství asi 50 pl očkovány sterilní skleněnou tyčin­
kou současně na krevní agar s 8 % plné beraní krve 
(Columbia Blood Agar Base, HiMedia. Bombay) a Ed- 
wardsovo médium s 8 % beraní krve (HiMedia). Kul­
tivace probíhala 18 až. 24 h/37 °C. Ze suspektních ko­
lonií stafylokoků byly založeny subkultury na krevním 
agaru s pranými beraními erytrocyty a provedeny kon­
firmační testy. Jako Staph, aureus byly určeny kmeny 
s koloniemi hladkými, lesklými, s rovnými okraji, tvo­
řící žlutý či oranžový pigment a a- či ß-hemolyzin 
(testováno dle Skalka aj., 1979). koaguláza a dum­
ping faktor pozitivní. Kmeny, negativní v některém 
z uvedených znaků, byly dále identifikovány komerč­
ním setem STAPHY-test (Lachema. Brno) a identifi-
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kačním programem TNW verze 3.1, popř. 4.0 (CCM. 
Brno). Suspcktní kolonie Str. agalactiae (ß-hemoly(ic- 
ké, na Edwardsově médiu eskulin negativní) byly pře- 
očkovány na krevní agar a dále konfirmovány. Jako 
Str. agalactiae byly určeny kmeny ß-hcmolytickc, es­
kulin negativní, CAMP (ß-hemolyzin Staph, aureus') 
pozitivní, s pozitivní reakcí s fenolftaleindifosfátem 
a hipurátem sodným. Kmeny s některými znaky nega­
tivními byly identifikovány setem STREPTO-tesl (La­
chema, Brno) a programem TNW, popř. scrologicky 
(latexaglutinační test SEVA-test Strepto B).

Vyhodnocení výsledků

Pro každou sledovanou stáj a odběrový termín byly 
stanovené bazénové počty hlavních patogenů vztaženy 
к procentové frekvenci výskytu (prevalenci) příslušné­
ho organismu v souboru individuálních vzorků. Preva­
lence byla vztažena vždy к počtu infikovaných dojnic, 
a to i v případě, kdy byly analyzovány čtvrťové vzorky 
a pozitivní byla pouze jedna čtvrť. Hodnocení bylo pro­
vedeno jak kvalitativní, tak kvantitativní. Z kvalita­
tivních ukazatelů byly stanoveny metodou podle 
McDermott aj. (1982):

TP
citlivost metody Se =------------ 

TP + FN

TNspecifita metody Sp =------------
1 TN+FP

TP
schopnost pozitivní predikce Pp = —~

. ■ - n n TNschopnost negativní predikce Pn "

kde: TP je počet skutečně pozitivních výsledků (tj. pozi­
tivní nález v bazénech se kvalitativně shoduje s nálezem 
u jednotlivých dojnic), TN značí počet skutečně nega­
tivních výsledků, FP počet falešně pozitivních výsledků 
a FN počet falešně negativních výsledků.

Při kvantitativní analýze byly stanoveny parametry 
jak lineárních, tak některých nelineárních regresních 
funkcí bazénových a individuálních stanovení: 
lineární model у = a + bx (1)
lineární model s pevným počátkem 0,0 у = bx (2)
logaritmický model (Cobb-Douglasova funkce) у = ахь (3) 

nebo také log у = log a + b log л

iracionální model у = a + bx + (Nx + к (4)

kde: a jsou posunutí funkcí na ose Y; b, c jsou para­
metry lineární, resp. iracionální složky funkcí, а к je 
posunutí na ose X.

Byl vybrán model nejlépe popisující naměřená data; 
pro ten pak byly stanoveny intervaly spolehlivosti ko­
lem křivky. Hypotéza rovnosti korelačních koeficientů 
testovaných modelů byla ověřena pomocí Fisherovy 
Z-transformace. Dále byla hodnocena frekvence výsky­
tu „fatálních“ pozitivních a negativních chyb jako chyb 
obtížně vysvětlitelných statistickými fluktuacemi sta­
novení. Srovnány byly také histogramy četností výsky­
tu patogenů jak v bazénech, tak u individuálních vyšet­
ření.

VÝSLEDKY

Pro kvalitativní vyhodnocení jsou výsledky uvedeny 
v tab. I. Selektivita i schopnost pozitivní predikce pře­
sahuje jak v případě Staph, aureus, tak Str. agalactiae 
hodnotu 90 %. Horší výsledky jsme obdrželi pro spe- 
cifitu a negativní predikci u stafylokoků, zatímco pro 
streptokoky se hodnoty specifity a negativní predikce 
pohybují opět okolo 90 %.

Grafické znázornění souběžného individuálního 
i bazénového stanovení Staph, aureus a Str. agalactiae 
ve formě XY souřadnicového grafu uvádí obr. I. resp. 
obr. 2. Vzhledem к tomu, že poměrně četné výsledky 
o souřadnicích 0,0 splývají, jsou připojeny ještě histo­
gramy četností výskytu uvedených patogenů jak v ba-

I. Výsledky kvalitativního hodnocení metody - The results of qualitative evaluation of the method

Parametr1
Staphyloc (>c< us и и re us

TP = 97 T/V=l0 FP = 5 FN = 5

Streptococcus agalactiae

TP = 63 TN = 44 FP = 4 FN = 6

Se 95,1 % 91.3 %

Sp 66.7 % 91.7%

Pp 95,1 % 94.0 %

Pn 66,7 % ________________ 88.0 %___________________

Legenda - Legend:
Se - selektivita - selectivity
Sp - specifita - specificity
Pp - schopnost pozitivní predikce - positive prediction capacity 
Pn - schopnost negativní predikce - negative prediction capacity 
počty - counts:
TP - skutečně pozitivních výsledků - actually positive results
TN - skutečně negativních výsledků - actually negative results
FP - falešně pozitivních výsledků - falsely positive results
FN - falešně negativních výsledků - falsely negative results

'parameter
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2. Souřadnicový graf vztahu stanoveni Str. agakictiae v bazénech a 
v individuálních vzorcích mléka - Coordinate graph of the relation 
showing Str. ugtilucliae detection in bulk milk and in individual milk 
samples

l. Souřadnicový graf vztahu stanovení Staph. aureus v bazénech a 
v individuálních vzorcích mléka - Coordinate graph of the relation 
showing Staph, aureus detection in bulk milk and in individual milk 
samples

3. Rozděleni výskytu hodnot obsahu hlavních pa- 
togenú v bazénových vzorcích mléka -- Distribu­
tion of frequency of the values showing the counts 
of major pathogens in bulk milk samples

count, "group

skupina2

CFU/ml

1

0 10-60

3

70-160

4

170-300

5

310-500

6

510-700

7

710-1 000

X

1 010-1 600

9

> 1 610

zénech (obr. 3). tak v individuálních vzorcích (obr. 4). 
Je zřejmé, že rozdělení výskytu patogenů jak v indivi­
duálních, tak v bazénových vzorcích nemá normální 
charakter (P < 0,01) a blíží se spíše Poissonovu rozdě­
lení, shoda s tímto typem rozdělení však nebyla proká­
zána. Obdobné výsledky mnohem širšího souboru ba­
zénových vzorků u Staph, aureus jsme obdrželi v naší 
předchozí práci (Benda a Vyletělová, 1995). 
Vzhledem к absenci normality byl jako úvodní test 
proveden výpočet Spearmanova koeficientu pořadové 
korelace. Výsledky jsou uvedeny v tab. II a dosahují 
vysoce významných hodnot jak pro Staph, aureus (r^ 
= 0,823), tak pro Str. agalactiae (rs = 0,900).

Pro popis závislosti frekvence výskytu patogenů 
v individuálních vzorcích na počtu CFU patogenů 
v bazénech byly detailně ověřeny čtyři modely. Vý­
sledky ověření modelů jsou uvedeny v tab. II. Nejlep­

ším (hodnoceno pomocí korelačního koeficientu a su­
my reziduálních čtverců) se jeví model (4), používající 
iracionální funkci („položenou“ parabolu). Pro tento 
model byly ze získaných dat stanoveny intervaly spo­
lehlivosti okolo křivky. Vzhledem к tomu, že rozptyl 
reálných hodnot okolo teoretické křivky vykazoval zá­
vislost na hodnotě v. byly odhady spolehlivosti vypoč­
teny pro 10 intervalů na ose X a spojeny empirickou 
funkcí. Hranice spolehlivosti jsou pak určeny funkcemi 
pro kladnou odchylku

a analogicky pro zápornou odchylku

kde у je hodnota získaná ze vztahu (4). a, značí po­
sunutí na ose Y, kt posunutí na ose X, c, je parametr
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4. Rozdělení výskytu hodnot prevalence hlavních 
patogenů ve sledovaných stádech - Distribution of 
frequency of the values showing the prevalence of 
major pathogens in examined herds

'count. 2group

skupina 

%

1

0 > 0-3

3

> 3-8

4

> 8-15

5

> 15-25

6

> 25-35

7

> 35-45

8

> 45-60

9

> 60

iracionální složky funkce, vymezující plochu s 90% 
pravděpodobností výskytu у v závislosti na x a /, značí 
tabulkový index - poměr mezi tabulkovou hodnotou 
//(a/2) normálního rozdělení pro P = 90 % a hodnotou 
m(o/2) požadované přesnosti. Hodnoty Д|, с,, Ц jsou 
pro jednotlivé mikroorganismy uvedeny v tab. II.

Výsledkem je tedy funkce před i kující ve stáji fre­
kvenci výskytu infikovaných dojnic z naměřených hod­
not CFU sledovaných patogenů v bazénovém vzorku 
mléka:

у = a + bx + c^x + к ± ti] + itc^x + kx (7)

Je použitelná v poradenských systémech, které mají 
integrováno pravidelné bazénové vyšetřování vzorků 
mléka na přítomnost hlavních patogenů. Grafické vy­

jádření uvedené funkce je pro Staph, aureus znázorně­
no na obr. 5, pro Sir. agalactiae na obr. 7. Velmi dů­
ležitou oblast okolo počátku (0 až 100 CFU/ml) pak 
uvádějí obr. 6, resp. obr. 8. Pro jednoduchou orientaci 
pak může sloužit tab. Ill, která je výsledkem aplikace 
funkce (7). Predikční funkce byla zpětně ověřena na 
původních datech. Celková frekvence hodnot, ležících 
mimo hranici spolehlivosti 90 %, pak činila 7,48 % pro 
Staph, aureus a 6,54 % pro Str. agalactiae (tab. IV).

Výsledky ověření případné kontaminace bazénové­
ho vzorku mléka sledovanými mikroorganismy křížo­
vou kontaminací proplachových vod uvádí tab. V. Je 
zřejmé, že proplachové vody ani kontaminované dojicí 
zařízení se na zvýšení počtu patogenů v bazénovém 
vzorku prakticky nepodílí.

II. Výsledky ověření regresních modelů - The results of testing regression models

Staphylococcus aureus - funkce- Streptococcus agalactiae - funkce

Parametr1 lineární3 lineárnípp logaritmická4 iracionální5 lineární lineárnípp logaritmická iracionální

a 7.809 0 0,1220 -16.53 5,5744 0 0,2329 -15.1

b 0,04971 0,0668 0,5268 -0,01503 0,0144 0,016 0,4637 -0,00997

с - - - 2,6101 - - - 1,898

к - - 1 43 - - 1 68

"1 - - - 3.4 - - - 1.6

<j - - - 0,0194 - - - 0,01201

*1 - - - 54.1 - - - 51

г 0,66644 0.5735 0,68235 0,73318 0,68144 0,6012 0,79283 0,84160
г 0.82333 0.90044

1

Legenda - Legend:
a až k\ - parametry regresních funkcí (I) až (7) - parameters of regression functions
r - korelační koeficient (index korelace) - correlation coefficient (correlation index) 
rs - Spearmannův korelační koeficient - Spearman's correlation coefficient

’parameter, function, 'linear, 4logarithmic. 'irrational
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5. Predikční křivka prevalence Staph, aureus ve stádech s oblastmi 
spolehlivosti (celkový pohled) - Prediction curve of Staph, aureus 
prevalence in herds, with confidence regions (general view)

bazén2 (CFU/ml)

'prevalence. 2bulk milk

6. Predikční křivka prevalence Staph, aureus ve stádech s oblastmi 
spolehlivosti (oblast 0 až 100 CFU/ml) - Prediction curve of Staph, 
aureus prevalence in herds, with confidence regions (region 0 to 100 
CFU/ml)

7. Predikční křivka prevalence Str. agalactiae ve stádech s oblastmi 
spolehlivosti (celkový pohled) - Prediction curve of Str. agalactiae 
prevalence in herds, with confidence regions (general view)

‘prevalence, ‘bulk milk

8. Predikční křivka prevalence Str. agalactiae ve stádech s oblastmi 
spolehlivosti (oblast 0 až 100 CFU/ml) - Prediction curve of Str. 
agalactiae prevalence in herds, with confidence regions (region 0 to 
100 CFU/ml)

prevalence, “bulk milk
'prevalence, ‘bulk milk

DISKUSE

V naší práci jsme se věnovali vlivu výskytu IMI 
způsobených hlavními patogeny ve stádě na mikrobio­
logický obraz bazénového vzorku mléka. Přestože vý­
sledky jsou poměrně uspokojivé, je nutno předeslat, že 
jsou zatíženy množstvím chyb, jejichž eliminace je ne­
reálná, zvláště pak v podmínkách předpokládaných ru­
tinních analýz. Bazénový vzorek nezahrnuje jednak 
dojnice s nestandardním mlékem, jednak zaprahlé doj­
nice. Dále je nutné mít na zřeteli, že počet bakterií 
z IMI v mléce má svou dynamiku, kdy počet mikroor­

ganismů v mléce jednotlivých dojnic se může během 
několika dní měnit až o několik řádů (Griffin aj., 
1987). Proto se také dá předpokládat větší variabilita 
výsledků u menších stájí.

Nepotvrdilo se však, že dojicí zařízení (ve smyslu 
přímého zdroje kontaminace) by mohlo mít větší vliv 
na výsledný obsah sledovaných patogenů v bazénu, což 
koresponduje i s poznatky, že primárním zdrojem uve­
dených patogenů je mléčná žláza a povrch těla dojnic 
(Roberson aj.. 1994).
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prediction for a herd

III. Predikční tabulka metody; hodnota x značí obsah daného mikroorganismu v bazénu (CFU/ml), hodnota у pak predikci prevalence ve 
stádě - Prediction table of the method; value д shows the content of a given microorganism in bulk milk (CFU/ml). value у prevalence

Hodnota' x
Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae

odhad2у hranice spolehlivosti (90 %) odhad у hranice spolehlivosti (90 %)

0 0 0 3 0 0 1.6

10 1,7 0 8 1 0 4.5

50 7,3 0 17.7 4,6 0,1 10.4

100 12,6 2,1 26 7,9 1.8 15.7

200 20,5 5.7 38.4 13„4 4,8 23.7

300 26,7 8.5 47.8 17,8 7,2 30

500 36,2 12.7 62,6 24,6 10.9 39,9

700 43,5 15.8 74.2 30 13,8 47,8

1000 52,1 19 88.3 36,4 17.1 57.4

1500 62,9 22.3 100 44,6 20.9
______ 69,9 1

'value, ""estimate, ^confidence limit

IV. Výpis všech falešně pozitivních a negativních výsledků; jsou 
zvýrazněny hodnoty mimo oblast 90% spolehlivosti - A listing of 
all falsely positive and negative results; the values beyond the 90% 
confidence region are indicated by screen print

Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae

prevalence* 
(%) (CFU/ml)

prevalence 
(%) (CFU/ml)

0,00 90 0,00 210

0,00 70 0,00 10

0.00 10 0,00 10

0,00 10 0.00 10

0,00 10 1.00 0

1.02 0 1,04 0
2,47 0 1,23 0

3,33 0 1,54 0

5,00 0 2,70 0
5,50 0 10,78

° 1

'prevalence, 2bulk milk

Pro sledování kvalitativních ukazatelů metodiky od­
hadu prevalence patogenů na základě bazénových vzor­
ků mléka je zřejmé, že (podobně jako u kvantitativního 
hodnocení) výsledky získané pro Str. agalactiae jsou 
výrazně lepší. Nutno ale poznamenat, že horší výsledky 
specifity a schopnosti negativní predikce u stafylokoků 
jsou také ovlivněny malým počtem stád bez nálezu 
Staph, aureus. Malý podíl stád bez výskytu stafylokoků 
(6,8 %, podobně jako našich 9,3 %) uvádějí také 
Wilson a R i c h ar d s (1980). Naše výsledky jsou 
však pozitivně ovlivněny systémem výběru, neboť stá­
da sledovaná v rámci poradenství patří většinou 
к problémovým. V objektivním zhodnocení celé oblas­
ti (Benda а V у I e t ě 1 o v á , 1995) jsme u 30 % 
vzorků nalezli pro Staph, aureus méně než 10 CFU/ml 
v bazénu. Podobné výsledky uvádějí také Bartlett 
aj. (1991), kdy Staph, aureus detekovali v 69 % bazé-

V. Analýzy souvisejících vzorku proplachových vod a mléka; hod­
noty jsou aritmetickými průměry opakovaných měření -Analyses of 
related samples of rinsing water and milk; the values are arithmetic 
means of repeated measurements

Stáj

Staphylococcus aureus 
" (CFU/ml)

Streptococcus agalactiae 
(CFU/ml)

proplachová mléko2 proplachová mléko

1 3 367 0 0

2 0 281 0 0

10 530 0 0

4 0 80 0 389

5 0 172 0 573

'rinsing water, "milk

nových vzorků mléka, zatímco Erskine aj. (1987) 
a S i s c h o aj. (1993) udávají 44, resp. 45 %. Podstat­
ně se však liší naše výsledky kvantitativních ukazatelů 
od údajů jiných autorů. Citlivost detekce Str. agalacti­
ae ve stádě na základě bazénového vzorku na rozdíl od 
91 % v našem sledování (tab. I) udávají Posile aj. 
(1968) 84 % a Godkin a Leslie (1990) dokonce 
pouhých 20 %. Také citlivost metody pro Staph, aure­
us (v našem sledování 95 %) uvádějí Bartlett aj. 
(1991)41 %a Godkin a Les 1 i e (1990) jen 6 %. 
Posile aj. (1968) stanovili minimální detckovatelnou 
stájovou prevalenci Str. agalactiae v bazénovém vzor­
ku na 5 %, zatímco naše výsledky stanovují hodnotu 
okolo 2 %. Podle našeho názoru spočívá podstata prob­
lému v metodice stanovení. Například pro Str. agalac­
tiae je nutné použití selektivního média s využitím he- 
molytických interakcí (Skalka a Smola, 1979a; 
Benda a Vy letělová, 1997b). Na Edwardsově 
médiu či TK/FC médiu (Sischo aj.. 1993) jsou oje­
dinělé kolonie Str. agalactiae velmi snadno přehlédnu­
telné. zvláště při vyšší kontaminaci enterokoky. Z obr. 4 
je zřejmé, že asi 30 % vzorků pozitivních pro Str. aga-
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lactiae obsahuje do 100 CFU/ml a 22 % vzorků do 60 
CFU/ml, což je pouhých šest kolonií. Také pro stano­
vení Staph, aureus jc nutné použiti selektivních půd. 
Při použití Baird-Parker média lze očekávat zvýšení 
záchytnosti ještě zhruba o 20 až 30 % (B e n d a a Vý­
let ě 1 o v á , 1997a).

V našem sledování funkce, popisující průběh závis­
losti prevalence Staph, aureus a Str. agalactiae ve stáji 
na koncentraci sledovaných patogenů v bazénovém 
vzorku mléka, neměly lineární charakter (pro zjedno­
dušení, vzhledem к předpokládanému užití, uvádíme 
závislost prevalence na bazénech, ačkoli jsme si vědo­
mi, že příčinný vztah je pochopitelně opačný). Z tab. 11 
je zřejmé, že lineární model (1) není příliš vhodný. 
Nepřijatelné je zvláště značné posunutí na ose Y, zaná­
šející do odhadu у zbytečnou chybu. Pokud pro korekci 
posunutí použijeme model s pevně zvoleným počátkem 
(2), dochází ke značnému sníženi korelace. Mnohem 
lepší výsledky dávají nelineární modely, přičemž sta­
tisticky nejsou odlišné (/' > OJ) Cobb-Douglasova 
funkce (3) a model, používající iracionální křivku (4). 
Přesto jsme zvolili model (4), neboť v obou případech 
dával nejlepší výsledky. Za pozornost stojí fakt, že oba 
sledované mikroorganismy vykazovaly přibližné stejný 
tvar predikční křivky; pouze u Str. agalactiae jsou pa­
rametry b a c (tab. II) menší, tedy křivka je plošší. To 
by svědčilo o vyšší koncentraci Str. agalactiae v mléce 
infikovaných dojnic než v případě stafylokoků. Pro ne- 
linearitu závislosti však uspokojivou hypotézu nejsme 
schopni navrhnout; model (4) však mnohem lépe 
(v obou případech P < 0,01) než. lineární modely popi 
suje naměřené údaje.

Ze získaných křivek (obr. 5 až 8) je tedy možné 
odhadovat prevalenci hlavních patogenů ve sledova­
ném stádě. Je také možno odhadovat pravděpodobnost 
chyb; z obr. 6. resp. 8 lze jako průsečíky křivek o 90% 
spolehlivosti s osami vymezit jednak oblast rizika fa­
lešně pozitivních výsledků (do 50 CFU/ml) a dále ob­
last snížené citlivosti (rizika falešně negativních vý­
sledků) do 3 % u stafylokoků a do 2 % u streptokoků. 
V tab. IV jsou uvedeny všechny případy zmiňovaných 
chyb. Zvýrazněné jsou chyby, ležící již mimo hranice 
spolehlivosti metody. Zvláště u Str. agalactiae bychom 
však hraniční hodnoty chyb přičítali spíše pochybeni 
v laboratoři než selhání metodiky.

ZÁVĚR

V naší práci používáme kvantitativní analýzu hlav­
ních patogenů v bazénových vzorcích mléka jako do­
plňkovou informaci při sledování zdravotního stavu 
stád již delší dobu. Vytvoření exaktních predikčních 
rovnic (při vědomí všech nevyhnutelných zkreslení) 
nyní zpřesňuje tuto metodu; pravidelným sledováním 
jednotlivých stájí jsme pak schopni eliminovat většinu 
zmíněných zdrojů chyb. Vedle obrazu celkového zdra­
votního stavu mléčných žláz, který podává bazénový 
PSB. tak získává poradenský servis další významné in­

formace pouze na základě bazénového vzorku, a tedy 
velmi jednoduchým a levným způsobem.
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Předkládaná učebnice biochemie je souborem poz­
natků z biochemie a je členěna do pěti základních částí. 
Představuje ucelený soubor poznatků z biochemie 
a molekulární biologie. Jednotlivé kapitoly jsou dopl­
něny novými poznatky, které byly publikovány v uply­
nulých pěti letech. Kníhaje doplněna řadou barevných 
tabulí, fotografií, elektronmikroskopických snímků, 
schémat chemických vzorců a metabolických drah.

První část je věnována úvodním a základním infor­
macím. Jsou zde uvedeny základní životní funkce pro- 
karyotických a eukaryotických buněk. Je také vzpome­
nuto na vznik života a fylogenezi organismů. Voda je 
nezbytnou součástí živých systémů, a tak je ji věnová­
na celá samostatná kapitola. Některé fyzikální zákoni­
tosti popisuje třeli kapitola.

Druhá část knihy se zabývá biomolekulami. První 
kapitola této části je nazvána aminokyseliny. Je uveden 
výčet jejich fyzikálních a chemických vlastnosti, včet­
ně kovaletních struktur a standardních aminokyselin 
v proteinech. Navazující problematikou je technika pu- 
rifikace proteinů, kovalentni struktura proteinů, trojroz­
měrná struktura proteinů, vyšší struktury proteinů a jejich 
strukturální vývoj. V samostatné kapitole jsou popsány 
funkce hemoglobulinu. včetně jeho patologických mutaci. 
Další kapitola se věnuje sacharidům a polysacharidům. 
Popisuje jednotlivé monosacharidy a tvorbu vzorců. 
Pozornost je věnována fyziologickým a biochemickým 
vlastnostem polysacharidů (kyselina hyaluronová, 
chondroitin sulfát, glukosaminy).

Lipidy a membrány představují další samostatnou 
kapitolu. Po seznámení s klasifikací a názvoslovím se 
čtenář dozví o vlastnostech lipidů. Následuje popis je­
jich vazby s proteiny a sacharidy ve lluidním modelu 
membrán. Není opomenuta vazba lipidů na bílkovinné 
nosiče, jejich metabolismus a vliv na atersklerózu.

Třetí část je věnována mechanismům enzymových 
reakcí. Po úvodu do enzymologie jsou prezentovány 
výpočty v enzymových reakcích a enzymové katalýze.

Čtvrtá část je věnována metabolismu. Vstupem do 
této problematiky je úvod do metabolických procesů. 
Prvním popsaným jevem je glykolýza a metabolismus 
glykogenu. Transport látek přes membrány je popsán 
v další kapitole. Následuje cyklus kyseliny citrónové, 
elektronový transport a oxidativní fosforylace. fotosyn­
téza, metabolismus aminokyselin, nukleových kyselin 
a metabolismus tuků. V metabolismu sacharidů jsou 
uvedeny také ostatní alternativní dráhy. V další kapito­
le je energetický metabolismus popisován ve vztahu 
к jednotlivým orgánům (mozek, sval, tuková tkáň, já­
tra) а к metabolickým adaptacím (hladovění, Diabetes 
mellitus).

Pátá část je věnována expresi a přenosu genetické in­
formace. V úvodu jsou uvedeny základní poznatky 
z mendelovské genetiky, genetiky bakterií a virů. Další 
kapitola popisuje stavbu a strukturu nukleových kyselin 
a základní metody molekulární biologie, včetně restrikční 
analýzy, sekvencování, molekulárního klonování, geno- 
mových knihoven, PCR a genomových terapií.

Klasické jsou popisy transkripce, translace. DNA re­
plikace, reparace a rekombinacc. Zajímavou kapitolu 
představují viry. Autoři se věnovali některým předsta­
vitelům těchto organismů (virus mozaiky taháku, ně­
kterým sférickým virům, bakteriofág X, viru chřipky, 
viroidům, prionům). Následuje eukaryotická exprese. 
Významnou kapitolou je molekulární fyziologie. Je zde 
popsán mechanismus srážení krve, imunitní systém, po­
hybové systémy (svaly, cilie, flagely), hormony a neu- 
rotrasmitery.

Na konci každé kapitoly je uveden souhrn základ­
ních poznatků a seznam použité literatury. Samozřej­
mostí jsou kontrolní otázky.

Knihu je možné doporučit všem, kteří se zabývají 
biochemií, molekulární biologii a fyziologií. Je však 
potřebné připomenout, že tato kniha je výrazně levnější, 
než její český překlad z roku 1995. Učebnice se dá 
zakoupit asi za 1 160 Kč.

René К i ze к
Ostav chemie a biochemie, Mendelova zemědělská a lesnická univerzita, Brno
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VYUŽITÍ METOD MOLEKULÁRNÍ GENETIKY PŘI IDENTIFIKACI
A DIFERENCIACI BAKTERIÁLNÍCH DRUHŮ A KMENŮ

I. Rychlík, I. Pavlík
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ABSTRACT: The aim of the paper is to inform on methods and practical application of DNA fingerprinting in typing of 
living organisms. Methods discussed in the review include standard DNA fingerprinting, plasmid profile analysis, RAPD PCR 
and direct sequencing of selected parts of genomes. In each method molecular basis together with its advantages and 
limitations is explained. All described methods are supplemented with selected cases of their practical application.

DNA fingerprinting; restriction endonuclease; probe; genome; plasmid profile; RAPD PCR; direct sequencing

ABSTRAKT: V posledních několika letech jsme svědky velkého zájmu o diferenciaci a typizaci bakterií metodami moleku­
lární biologie. Cílem předkládané práce je proto seznámit odbornou veřejnost s metodami a využitím DNA typizací při 
diferenciaci živých organismů. Do přehledu byly vybrány metody standardního DNA fingerprintingu, analýzy plazmidových 
profilů. RAPD PCR a přímého sekvenování vybraných části genomu. U každé metody je stručně vysvětlen princip a nazna­
čeny možnosti použití s poukazem na její výhody a nevýhody. Jednotlivé metody jsou vždy doplněny o konkrétní příklady 
využití.

DNA fingerprinting; restrikční endonukleáza; sonda; genóm; plazmidový profil; RAPD PCR; přímé sekvenování

Seznam použitých zkratek: DNA - dcoxyribonukleová kyselina; RNA - ribonukleová kyselina; rRNA - ribo- 
zomální RNA; RAPD PCR - random amplified polymorphic DNA PCR; PCR - polymerase chain reaction; 
polymerázová řetězcová reakce; REA - restrikčně endonukleázová analýza; PAGE - polyacrylamid gel electrop­
horesis; bp - base pair, pár baží; kb - 1 kb = 1000 bp. kilobáze; IS - insertion sequence, inzerční sekvence.
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ÚVOD

Od počátku 70. let v souvislosti s objevem enzymů 
atakujících a modifikujících nukleové kyseliny došlo 
к nebývalému rozmachu molekulární biologie. Důsled­
ky tohoto poznání dnes ovlivňuji způsob práce praktic­
ky ve všech oborech zabývajících se studiem živých 
organismů. Jednou z aplikací je využití poznatků mo­
lekulární biologie při diferenciaci a typizaci živých or­
ganismů. Předností těchto postupů je porovnání orga­
nismů na základě genetické informace a nikoli 
prostřednictvím fenotypového projevu, na kterém jsou 
založeny téměř všechny doposud využívané metody sé- 
rotypizace, fagotypizace, rezistence к antibiotikům 
a další (Ku hn aj.. 1991; Kalou li aj., 1992a. b. 
1993; Stubbs aj.. 1994; Wegener aj.. 1994).

Uplatnění typizace a diferenciace metodami mole­
kulární biologie je velmi široké. V současné době jsou 
využívány v epidemiologii, při studiu evoluce živých 
organismů, v humánní genetice při řešení paternitních 
sporů atd. (N i s h i m i, 1992; McCabe, 1992). 
Značná pozornost je rovněž věnována využití analýz 
DNA jako stěžejních důkazů v soudních sporech (De - 
corte a Cassiman. 1993). V odborné literatuře 
je možno najít mnoho přehledných prací o využití ana­

lýzy DNA při typizaci organismů (Epplcn, 1992; 
В rd ička a Nürnberg, 1993). Cílem naší práce 
pak není opakování známých skutečnosti, ale rádi by­
chom nespecializovanému českému čtenáři poskytli zá­
kladní informace o využití a metodických postupech 
zaměřených, vzhledem к našim zkušenostem, zejména 
na diferenciaci bakterii.

2 . METODY POUŽÍVANÉ PRl ANALÝZE. DNA

Při charakterizaci živých organizmů analýzou jejich 
DNA je možno vyčlenit čtyři hlavní, metodicky odlišné 
směry:
- standardní DNA fingerprinting založený na štěpení 

DNA restrikčními endonuklcázami (REA) a hybri- 
dizaci s vhodně zvolenou sondou

- analýza plazmidových profilů
- RAPD PCR (Random Amplified Polymorphic DNA 

Polymerase Chain Reaction)
- přímé sekvenováni vybraných úseků genomu živých 

organismů
V tab. I je uvedena vhodnost použití jednotlivých me­

tod u prokaryol (organismy bez jádra - zejména bakterie), 
cukaryot (prvoci a všechny vyšší organismy) a u virů.
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I. Nejčastější používané metody DNA analýz - The most frequently used techniques of DNA analyses

Použitá metoda1 Procaryola Eucaryota Viry6

REA - restrikční endonukleázová analýza* + - +

Standardní DNA fingerprinting3 + + -

Analýza plazmidových profilů4 + - -
RAPD PCR + + -

Přímé sekvenování5 + +/-

Vysvětlivky - Explanatory notes: 
+ vhodné - convenient 
+/- omezeně využitelné - limited application 
- nevhodné nebo se nepoužívá - inconvenient or not used 

technique, ■restriction endonuclease analysis, 'standard DNA fingerprinting, ’plasmid profile analysis, 'direct sequencing, ''viruses

2.1. DNA fingerprinting

Podobně jako pomocí otisků prstů můžeme identifiko­
val jedince lidské populace, je možné najít rozdíly mezi 
živými organismy i na úrovni nukleových kyselin. Proto 
je tohoto pojmu přenesené užíváno při identifikaci libo­
volných živých organismů analýzou jejich DNA.

Pojem DNA fingerprinting je různými autory použí­
ván v různých souvislostech. V naší práci se přiklání­
me spíše к jeho širšímu významu, kdy je možné meto­
dy DNA fingerprintingu rozdělit do tří skupin.

Klíčovými enzymy používanými při metodách DNA 
fingerprintingu jsou restrikční endonukleázy (Na­
t h a n s and S m i i h . 1975). Tyto enzymy jsou schop­
ny štěpit DNA jen na místech o určité sekvenci. Délka 
této cílové (recognition) sekvence se nejčastěji pohybu­
je od 4 do 8 bp. Například Hue III štěpí DNA pouze 
v místě o sekvenci 5’ CCGG 3*, Eco RI rozponává a ště­
pí sekvenci 5’GAATTC 3’ a Not I štěpí uvnitř sekven­
ce 5’ GCGGCCGC 3’. Je zřejmé, že čím delší je cílová 
sekvence, tím méně častěji se tato sekvence na DNA 
vyskytne. Tím větší jsou vzdálenosti mezi jednotlivými 
sekvencemi a tím větší jsou i výsledné velikosti jednot­
livých DNA fragmentů vzniklých po štěpení.

2.1.1. Přímé porovnání struktury genomu

Přímé porovnání struktury genomu je možné použít 
jen и některých skupin mikroorganizmů, jejichž genom 
je složen z několika různě velkých fragmentů nukleo­
vých kyselin. Jsou jimi např. rotaviry, které obsahují 
12 segmentů dvouřetězcové RNA o odlišné velikosti, 
mykoplazmata s různě velkými chromozómy, nebo 
kvasinky se 3 až 12 chromozomy. Tylo chromozomy, 
resp. fragmenty DNA, je možné od sebe elektroforctic- 
ky oddělit a následně po obarvení detekovat rozdílnou 
délku fragmentů nukleových kyselin (Yarovoy aj., 
1991).

2.1.2. Restrikční analýza genomu (REA)

REA je využívána u virů a bakterii. Princip spočívá 
v naštěpení DNA porovnávaných organismů restrikční-

mi endonukleázami. elektroforelické separaci a přímé 
vizualizaci a analýze vzniklých restrikčních fragmentů.

Jednotlivé restrikční endonukleázy jsou charak­
teristické délkou své cílové sekvence, která se pohybu­
je od 4 bp do 8 bp. Při metodě REA je tedy možné 
použít kombinaci různých typů restrikčních endonu- 
kleáz dle délky jejich cílové sekvence (4 bp. 6 bp nebo 
8 bp) s různým uspořádáním elektroforelické separace. 
V lab. II je uvedena vhodnost kombinace obou prvků 
při studiu bakteriálního genomu.

II. Kombinace různých typů restrikčních endonukleáz a typů elek- 
troforézy и bakterií při metodě REA - Combinations of various types 
of restrictive endonucleases and types of electrophoresis in bacteria 
using REA technique

Typ elektroforézy1 Typ restrikční 
endonukleázy5

4 bp 6 bp 8hp

V polyakrylamidovém gelu (PAGE)-

V 0.8% agarózovém gelu3

Pulsní elektroforéza*4

+/-

+/-

Vysvětlivky - Explanatory notes:
+ vhodně - convenient
+/- omezeně využitelně - limited application
- nevhodné nebo se nepoužívá - inconvenient or not used
* vhodné к separaci velkých fragmentů nukleových kyselin 

(50 kb až 2 Mb) - suitable to separation of large fragments of 
nucleic acids (50 kb to 2 Mb)

type of electrophoresis, "in polyacrylamide gel (PAGE), in 0.8% 
agarose gel, 4pulse field electrophoresis, 'typ of restriction endonu­
clease

A. Využití restrikčních endonukleáz. s cílovou sekvencí 4 bp

Restrikční endonukleázy s cílovou sekvencí 4 bp se 
používají zejména v kombinaci se standardní elektrofo- 
rézou v agarózovém gelu. Přestože bývá neodlišena 
velká část fragmentů o nízké molekulové hmotnosti, je 
možné pomocí omezeného počtu kvalitně rozdělených 
fragmentů v oblasti vyšších molekulových hmotností 
(5 kb až 15 kb) snadno srovnat jednotlivé organismy 
(W i I s o n aj., 1992).
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В. Využití restrikčních endonukleáz s cílovou sekvencí 6 bp

Štěpení restrikčními endonukleázami s cílovou sek­
vencí dlohou 6 hp bývá nejčastěji kombinováno s elck- 
troforézou ve standardním agarózovém gelu. Přestože 
jsou výsledky poměrně obtížně hodnotitelné, je této 
aplikace využíváno při epidemiologickém průzkumu 
(Helmuth von aj., 1990; Rychlík aj.. 1993). 
Například Ramos a Harlander (1990) úspěšně 
porovnali kmeny Lactocóccus sp. a Streptococcus sp. 
při kvasných procesech v mlékárenském průmyslu. 
Metodou REA rozlišili jednotlivé produkční kmeny 
a stanovili jejich vzájemný poměr před a po kvasném 
procesu. Tím bylo možné kontrolovat, případně odha­
dovat nejvhodnější poměr produkčních kmenů к opti­
málnímu průběhu kvašení. Mencarelli aj. (1993) 
metodou REA detekovali při sérii vyšetření tři různé 
DNA typy kmenů sérotypu В druhu Haemophillus in­
fluenzae.

Při srovnání výše uvedeného postupu (restrikční en- 
donuklcázy s cílovou sekvencí 6 bp a standardní elek- 
troforéza) a postupu s pulsní elektroforézou byly dosa­
ženy srovnatelné výsledky jak z hlediska rozlišovací 
schopnosti, lak i z hlediska rozložení jednotlivých 
skupin kmenů podle různých DNA typů (Haertl 
а В a n d I o w . 1993).

Pro snadnější hodnocení složitých DNA profilů 
Bjorvatn aj. (1994) využili 6 hp restrikčních endo­
nukleáz s následnou elektroforézou v polyakrylamido- 
vém gelu (PAGE). Vzhledem к tomu, že do polyakryl- 
amidového gelu mohou vpulovat jen relativně necelně 
fragmenty o nízké molekulové hmotnosti (do 1 kb), je 
výsledné spektrum REA relativné dohře čitelné (T ve - 
ten aj., 1991; Ďasi aj., 1992).

C. Využití restrikčních endonukleáz, s cílovou sekvencí 8 bp 
- makrorestrikční analýza

Využití restrikčních endonukleáz s cílovou sekvencí 
dlouhou 8 bp (např. Not I. Sfi I nebo Рас I) bylo umož­
něno zdokonalením pulsní elektroforézy, která dokona­
le rozdělí fragmenty o vysoké molekulové hmotnosti. 
V některých případech, pokud genom studovaného or­
ganismu štěpí jen na velmi malém počtu míst („rare 
cutters“), jc možné použít i restrikční endonuklcázy 
s 6bp cílovou sekvencí (např. Xba I, Bam HI nebo 
Dra I). Prevost aj. (1992) uvádějí, že makrores- 
trikční analýza má dokonce vyšší rozlišovací schopnost 
než rihotypizace u druhu Staphylococcus sp.

Přestože je makrorestrikční analýza využitelná pou­
ze při studiu genomu bakterií, nabývá v poslední době 
na značném rozmachu, zejména díky možnosti vyne­
chání hybridizace (Coric h aj., 1991; Bohm 
a Karch, 1992; Bauteil, 1993; Powell aj., 
1994; Suzuki aj., 1995; Pantůček aj., 1996). 
Významná je i možnost snímání elektroforetických ge­
lů s omezeným počtem fragmentů pomocí CCD kame­
ry nebo scanneru, jejich počítačové zpracování a archi­
vace.

Publikovány byly práce bezprostředního využití při 
průkazu původu infekce při epidemiích v nemocnicích 
(Ichiyama aj.. 1991: Oil aj.. 1991) nebo při šir­
ších epidemiologických studiích (L é v у - F r c b a u 11 
aj.. 1989; Yan aj.. 1991). Pulsní elektroforézy a „rare 
cutters“ restrikčních endonukleáz je také využíváno při 
mapování prokaryotického genomu (Amjad aj.. 
1990; Le Bourgeois aj.. 1992; Li u a San­
ders o n . 1992).

2.1.3 Vlastní DNA fingerprinting

Vlastní DNA fingerprinting je založen na izolaci 
dostatečného množství DNA. štěpení restrikčními en­
donukleázami a hybridizaci s vhodnou sondou. Výsle­
dek jc ovlivňován kvalitou izolované DNA. výběrem 
restrikčních endonukleáz a použitou sondou.

2.1.3.1. Kvalita DNA

Kvalita DNA je kritickým parametrem, který limi­
tuje možnosti využití tohoto vyšetření. Pro spolehlivé 
výsledky jc nutno získat nejméně 3 pg vysoce moleku­
lární DNA.

2.1.3.2. Restrikční endonukleázy

Výběr restrikčních endonukleáz do značné míry zá­
leží na volbě každého autora. Obecně se však preferují 
restrikční endonukleázy s 4 bp cílovou sekvencí, i když 
v konkrétních případech mohou hýl využily i restrikční 
endonukleázy s cílovými sekvencemi o délce 6 bp. Rc- 
slrikční endonukleázy s delší cílovou sekvencí je vhod­
né používal zejména v případech, kdy určitá restrikční 
endonukleáza byla ověřena nezávisle několika autory 
a užívá se jako „standard“. Pokud tento obecný konsen- 
ziis neexistuje, jsou využívány restrikční endonukleázy 
štěpící DNA studovaného organismu na co největší po­
čet restrikčních fragmentů. Uvedenou podmínku splňu­
jí nejčaslčji restrikční endonukleázy se 4 bp dlouhou 
cílovou sekvencí (např. Hinf\. Нае III. Alu I. Sau ЗА. 
Msp I nebo Taq I). V některých případech je doporu­
čováno použití restrikčních endonukleáz u nichž jc ob­
sah GC bází jejich cílové sekvence podobný obsahu 
GC bází v DNA studovaného organismu.

2.1.3.3. Sondy

Vhodných a využívaných sond pro DNA fingerprin­
ting jc celá řada. Některé z nich mají širší využití, jiné 
jc možné využít jen pro omezený počet druhů. Hlavní 
kritérium pro výběr sondy je optimální počet kopií ur­
čitého úseku DNA reagujícího se sondou v genomu 
studovaného mikroorganismu (nejlépe 5 až 15 kopií). 
Před použitím musí být DNA sonda radioaktivně nebo 
neradioaktivnč naznačena (Schildkraut, aj.. 1961; 
W c i m u r, 1976. 1991). V současnosti se ustupuje od 
radioaktivního značení nuklcových kyselin, které se na­
hrazuje neradioaklivním. Při neradioaklivním značení
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se do molekuly nuklcové kyseliny inkorporujc hapte­
nem značený nukleotid (nejčastěji hiotin. digoxigcnin 
nebo fluorescein). Hapten je pak prokazován enzyma­
ticky následnou kolorimetrickou nebo světelnou reakcí. 
V některých případech je na DNA sondu přímo navá­
zaná peroxidáza. která je pak standardními postupy de­
tekována.

Obecně je možné rozdělit sondy používané к DNA 
fingerprintingu na dva typy:

A. Sondy polynukleotidové (rekombinantní)

Polynukleotidové sondy jsou připravovány izolací 
a nakloňováním určitého úseku DNA do vhodného 
vektoru (Jeffreys aj.. 1985a, b. c: Wetmur, 
1991: Pavlík aj., 1994, 1995). Do této skupiny je 
možné přiřadit sondy polynukleotidové připravené in 
vitro amplifikací nuklcových kyselin pomocí PCR 
(Pelkonen aj., 1994; Pavlík aj., 1996). Sondy 
připravené pomocí PCR jsou přesně definovány svými 
primery a mohou být standardně používány libovolný­
mi laboratořemi po celém světě. Po purifikaci mohou 
být neradioaktivně značeny a využity v hybridizaci. 
Tento systém se plně osvědčuje při DNA fingerprintin­
gu Mycobacterium paratuberculosis, kdy je sonda 
IS900 připravena PCR. přečištěna a neradioaktivně 
označena pomocí peroxidázy. Příprava sondy včetně 
PCR trvá necelé čtyři hodiny (Paví ík aj.. 1996).

Polynukleotidové sondy je možné dále volně rozdě­
lil do tří skupin:

a) Ribotypizace

V genetice prokaryot se určitým standardem stalo 
využití sond komplementárních ke genům pro rRNA, 
tzv. ribotypizace (M a r t i n c 11 i a A I t w e g g . 
1990; Pedersen aj.. 1994: Gruner aj.. 1994). 
U prokaryot se geny pro rRNA vyskytují v závislosti 
na druhu mikroorganismu v počtu do patnácti kopií na 
genom. Vysoká homologie v těchto genech i mezi 
vzdáleně příbuznými bakteriálními druhy a rody umož­
ňuje použití jedné sondy u širokého spektra bakteriál­
ních druhů (Peil Ion aj.. 1994). Této skutečnosti je 
využíváno i při studiu fylogeneze (N a s t a s i aj., 1991; 
De Můro aj.. 1992; Izard aj.. 1992; Scieux aj.. 
1992; Stanley aj.. 1992c; Olsen aj.. 1994a).

b) Polynukleotidové sondy virového původu

DNA některých virů obsahuje sekvence použitelné 
jako sondy (Crawford aj., 1991). Ncjznámčjší 
a nejčastěji využívanou sondou tohoto typu je 15bp 
sekvence vyskytující se ve dvou kopiích v genomu fá- 
gaMI3(Weihe aj., 1990: Barysheva aj., 1991; 
Tassanakajon aj.. 1991). Přestože jsou tyto virové 
sekvence nejčastěji používány při DNA fingerprintingu 
u eukaryot (Gale i aj.. 1991), mohou být použity 
i v genetice prokaryot (A b a d i j e v a aj., 1992; Mi­
leva aj., 1992).

c) Polynukleotidové sondy - IS sekvence

Ze sond využitelných jen u omezeného množství 
bakteriálních druhů lze jmenovat fragment IS900 vy­
užitelný při fingerprintingu Mycobacterium paratuber­
culosis (Pavlík aj., 1995) nebo fragment IS200 po­
užívaný u Salmonella sp. (Gibert aj.. 1990; 
Liebisch a Schwarz, 1996). Využitím frag­
mentu IS200 u sal monel se zabývá celá řada autorů 
a jednotlivé sérovary (Gibert aj.. 1990; Stanley 
aj.. 1992b, c; Pelkonen aj.. 1994) byly testovány 
IS200 fingerprintingem a srovnány s výsledky riboty- 
pizace (C h o w d г у aj., 1993; Ezqucrra aj.. 1993; 
Stanley aj., 1994).

U ostatních druhů mikroorganismů byly testovány 
i jiné přísně druhově specifické sondy. Jsou využívány 
jak při studiu epidemiologie a epizootologie, lak při 
průkazu původce. Jejich specifita totiž umožňuje detek­
ci druhově specifické DNA ve vzorcích biologického 
materiálu. Například Nath aj. (1992) se specifickou 
sondou pro Gardnerella vaginalis poukázali na hetero- 
genitu populace i u jednotlivých infikovaných pa­
cientek. Stanley aj. (1992a, d) typizovali terénní 
kmeny Helicobacter pylori se specifickou sondou. 
V čeledi Enterobacteriaceae je možné pro DNA fin­
gerprinting využít i některé repelilivní sekvence (Hul­
ton aj., 1991; Woods aj., 1993) nebo inzerční ele­
menty (Sharples a Lloyd. 1990; Ram i re z - 
-San los aj., 1992).

В. Sondy oligonukleotidové (synteticky připravené)

Sekvence oligonukleotidových sond jsou odvozeny 
od sond rekombinantních (Rychlík а В c jč ko­
vá. 1994). Na základě repetilivních sekvencí s jedno­
duchým motivem, např. (GT)/Z nebo (GTG)„. je možné 
uměle nasyntetizovat krátké oligonukleotidy a ty pak 
použít jako sondy. Jejich délka se nejčastěji pohybuje 
mezi 15 až 20 bázemi, např. (GTG)S nebo (GT)8. Po 
hybridizaci je lze snadno odstranil promytím a jedna 
membrána může hýl opakovaně rehybridizována s ně­
kolika oligonukleotidovými sondami po sobě. Jsou po­
užitelné u všech druhů organismů, od bakterií (Doll 
aj.. 1993; Rychlík a Bejčková, 1994; Rych­
lík aj.. 1994a). přes plísně (Meyer aj.. 1991). kva­
sinky (Sullivan aj., 1993), rostliny (T z u r i aj., 
1991; Vos man aj., 1992), ptáky (Lubjuhn aj., 
1993; Rychlík aj., 1994b) až po člověka (Zis­
chler aj.. 1989).

2.1.3.4. Příklady praktického využití DNA 
fingerprintingu

Největší pozornost poutá využití DNA fingerprintin­
gu v humánní genetice. V lékařství se tato technika po­
užívá při kontrole úspěšnosti transplantací (Kun­
stmann aj.. 1992). při řešení příbuzenských vztahů 
(Jeffreys aj.. 1985a), palernitních sporů (McCa­
be. 1992) nebo v kriminalistice při objasňování tres-
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tných činů (Gill aj.. 1985). Jako zdroj DNA ve všech 
těchto případech jc možno využít jakékoli tkáně včetně 
vlasů, slin, krve nebo spermatu (McCabe, 1992). 
Výhodou těchto stanovení je stabilita DNA ve zmraže­
ném nebo vyschlém materiálu. Určitým standardem 
v humánní genetice jsou sondy 33.15 a 33.6 (Jeff­
reys aj., 1985b, c), přičemž v poslední době se začí­
nají využívat i syntetické oligonuklcotidové sondy 
(Zischler aj.. 1989).

V genetice prokaryot jc u ribotypizace popisována 
větší rozlišovací schopnost než u standardních typizač- 
ních metod, zejména fagotypizace. Například u rodu 
Staphylococcus bývá fagotypizace neúčinná u velkého 
množství klinicky významných kmenů (P r c h e i m aj.. 
1991; Blumberg aj.. 1992; Pignatari aj., 
1992). Adler-Mosca aj. (1991) prokázali pomocí 
ribotypizace vznik spontánní rezistence ke kyselině na- 
lidixové, ciprofloxacinu a norfloxacinu v průběhu léč­
by pacientů infikovanými kmeny Campylobacter jejími 
a C. coli. Rezistentní a senzitivní kmeny byly totiž 
shodného ribotypu. Dc Můro aj. (1992) potvrdili 
ribotypizací stávající systém rozdělení druhu Bacillus 
sphaericus, přičemž od sebe odlišili kmeny pro hmyz 
patogenní a nepatogenní.

V laboratoři pro diagnostiku paratuberkulózy ve Vý­
zkumném ústavu veterinárního lékařství v Brně jc 
DNA fingerprintingu s restrikčními endonuklcázami 
Pst I a Bst Eli využíváno к diferenciaci kmenů Myco­
bacterium paratuberculosis. V České republice jsou 
systematicky vyšetřovány kmeny M. paratuberculosis 
izolované od roku 1988 (Pavlík aj.. 1994. 1995, 
1996). Při studiu molekulární cpizoolologie byla vyšet­
řena DNA 336 kmenů M. paratuberculosis izolovaných 
od zvířat a pacientů s Crohnovou chorobou z 12 státu 
tří kontinentů. Po štěpení s restrikční endonuklcázou 
Pst I bylo zjištěno devět a po štěpení s restrikční endo- 
nukleázou Bst Eli 14 reprezentativních DNA typů, při­
čemž při paralelní kombinaci obou těchto enzymů bylo 
zjištěno 18 DNA typů (Pavlík aj.. 1996).

2.2. Analýza plazmidových profilů

Velké množství baktérií obsahuje ve svých buňkách 
mimo chromozomální DNA i další nezávisle se repli­
kující molekuly DNA - plazmidy. Například více než 
90 % terénních kmenů druhů Salmonella sp. nebo Es­
cherichia coli obsahují určitý plazmid.

Plazmidy bakterií mohou být značně rozdílné veli­
kosti (od 1 kb až do 200 kb) a mohou se vyskytoval 
v buňce v jedné nebo i v několika stech kopiích. Na 
základě těchto rozdílů je možné porovnávat jednotlivé 
bakteriální kmeny.

2.2.1. Používané postupy při analýze plazmidových 
profilů

Používané postupy přednostně degradují chromozo­
mální DNA a RNA a ve vyšetřovaném vzorku převa­

žuje plazmidová DNA. Izolované plazmidy jsou potom 
rozděleny clcktroforclicky v agarózovém gelu podle 
své molekulové hmotnosti s možností vzájemného po­
rovnávání získaného spektra plazmidů (Birnboim 
a Doly, 1979; Kado a Liu. 1981).

2.2.2. Limitující faktory analýzy plazmidových profilů

Zásadním limitujícím faktorem analýzy plazmido­
vých profilů jc obtížné srovnávání jednotlivých typů 
plazmidových profilů získaných v různých časových 
odstupech mezi sebou. Ani zavedení vhodných standar­
dů tuto nevýhodu zcela neodstraní. Proto na základě 
našich zkušeností doporučujeme ve sporných případech 
srovnávat plazmidové profily jen u paralelně vyšetře­
ných kmenů na jednom elektroforetickém gelu. Další 
možností je štěpení izolovaných plazmidů vhodnou re­
strikční endonuklcázou.

Dalším limitujícím faktorem jc i určitá nestabilita 
plazmidů v bakteriální buňce zejména při časté subkul- 
tivaci nebo dlouhodobém skladování bakteriálních 
kmenů (Harl slc i n aj.. 1991; Sinha. 1992; Ol­
sen aj., 1994b; Hart sic in aj., 1995). Analýzu plaz­
midových profilů není možné provést u kmenů, které 
plazmidy vůbec neobsahují (P i g n a l a r i aj.. 1992).

2.2.3. Příklady praktického využití analýzy 
plazmidových profilů

Analýza plazmidových profilů se díky své uspoko­
jivé vypovídající schopnosti, rychlosti a nízké finanční 
náročnosti široce uplatňuje při detailnější charak­
terizaci bakterií. Zaškolený laboratorní pracovník může 
analyzovat až 50 bakteriálních kmenů během jednoho 
pracovního dne. Analýza plazmidových profilů se v ně­
kterých laboratořích používá jako samostatný screenin- 
gový postup (Franklin aj„ 1990; A zad aj.. 1992; 
Olsen aj.. 1992b; M a r r a n z a n o aj.. 1995). Častě­
ji je však analýza plazmidových profilů součástí ostat­
ních typizačních metod (N a s t a s i aj.. 1988; Fanta­
sia aj., 1991; Pohl aj., 1991; Laguerre aj., 1992; 
Olsen aj., 1992a; Rychlík aj.. 1993; Uscra aj„ 
1993; Brown aj., 1994; Mil lem an n aj.. 1995). 
U Salmonella sp. sc obvykle doporučuje fagotypizace 
následně doplněná analýzou plazmidových profilů 
(Ferris aj.. 1992; Mariini aj., 1992; Rychlík 
aj., 1995). Ferris aj. (1992) přitom pozorovali urči­
tou korelaci mezi plazmidovým typem a citlivostí či 
rezistencí к antibiotikům.

Pomocí analýzy plazmidových profilů byla studová­
na epidemiologie infekcí způsobených kmeny Myco­
bacterium avium. Jucker a F a I к i n h a m (1990) 
zjistili, že plazmidy izolované z kmenů M. avium od 
pacientů s AIDS byly podobné s plazmidy izolovanými 
z kmenů M. avium z vnějšího prostředí. Přitom se tyto 
plazmidy zcela lišily od plazmidů izolovaných z kme­
nů M. avium od zvířat. К podobným výsledkům dospě­
li i Masaki aj. (1989).
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2.3. Random Amplified Polymorphie DN?\ PCR (RAPI) 
PCR)

S rozvojem PCR (Saiki aj., 1985. 1986, 1988) se 
vyvinula i modifikace této metody vhodná pro identi­
fikaci a diferenciaci živých organismů nazývaná RAPD 
PCR (С a c t a n o - A n о 11 e s aj.. 1991a; M a z u r i c r 
a Wernars, 1992; Meunier a Grim oni, 
1993). V odborné literatuře se rovněž používají syno­
nyma DAF - DNA Amplification Fingerprinting (С а - 
е t a n о - A n о 11 е s aj., 1991b: С а с I a n о - A n о 1 - 
les a Bass a m . 1993), nebo AP PCR - Arbitrarily 
Primed PCR (Welsh aj., 1991. 1992a) nebo PCR fin­
gerprinting (G r a s c r aj., 1993).

2.3.1. Princip metody RAPD PCR

Princip metody spočívá v opakované syntéze různě 
velkých amplifikačních produktů. Na rozdíl od stan­
dardního uspořádání PCR se však nevyužívají dva spe­
cifické primery, ale pouze jeden kratší nespecifický pri­
mer (С a c t a n o - A n o 1 I e s aj., 1991a). Při vlastní 
amplifikaci se používají nízké teploty pro párování pri- 
merů se studovanou DNA (С a c t a n o - A n o 11 e s aj., 
1992; Meunier a Grim oni, 1993). Doporučuje 
se pouze, aby obsah baží G a C v připraveném primeru 
odpovídal obsahu GC párů ve studované DNA a aby 
sekvence primeru splňovala obvyklá kritéria PCR při­
měřil (např. aby neobsahovala takové sekvence, které 
by umožňovaly tvorbu dimerú primerů). Obvyklá veli­
kost primeru se pohybuje kolem 10 bp, vzhledem 
к vlastnostem Taq polymerázy však musí být větší než 
5 bp (С a c t a n o - A n о 11 e s aj., 1991 a. 1992).

Primery se náhodně váží к místům s komplementární­
mi sekvencemi. Jestliže к této vazbě dojde v dostatečně 
krátké vzdálenosti, zmnoží se tento úsek po mnohonásob­
né cyklické reakci. Pokud к podobným událostem do­
jde náhodně na různých místech studované DNA, vý­
sledné produkty o různé molekulové hmotnosti je 
možno elcktroforeticky rozdělit a vizualizovat v agaró- 
zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Jejich vzájem­
ným porovnáním lze získat informace o totožnosti či 
odlišnosti studovaných organismů.

2.3.2. Výhody a nevýhody metody RAPD PCR

Výhodou RAPD PCR jsou její minimální nároky na 
množství DNA potřebné pro analýzu a do určité míry 
i minimální nároky na její kvalitu. Velmi často je pro 
izolaci DNA dostačující krátké povaření suspenze bu­
něk. Po centrifugaci je do reakce odebrána malá část 
supernatantu, která však obsahuje dostatečné množství 
dostatečně čisté DNA (А к o p у a n z aj.. 1992: Me­
nard aj., 1992; Brousseau aj., 1993). Další před­
ností RAPD PCR je rychlost a absolutní nezávislost na 
předchozí znalosti porovnávaných organismů (Bas­
sam aj., 1992).

Nevýhody naopak spočívají v nesnadné optimaliza­
ci. Z toho vyplývají problémy při porovnávání výsled­

ku mezi jednotlivými laboratořemi a dokonce i mezi 
výsledky dosaženými různými pracovníky téže labora­
toře. Snaze po odstranění tohoto nedostatku odpovídá 
velká pozornost, věnovaná optimalizaci této metody 
(C a e t a n o - A n o 11 e s aj., 1992; Graser aj.. 1993; 
Meunier a Grimont, 1993; Micheli aj., 
1994).

2.3.3. Příklady praktického využití RAPD PCR

Praktické použití zatím nedosáhlo vzhledem к náro­
kům na optimalizaci lakového uplatnění, jako je tomu 
v případě metody standardního DNA fingerprintingu 
(В e 1 к u m van. 1994). RAPD PCR se používá vět­
šinou jen na vzájemné srovnávání jednotlivých bakte­
riálních kmenů a na porovnávání rozlišovací schop­
nosti RAPD PCR s ostatními DNA typizačními 
metodami. Ze speciálně zaměřených studií (A los aj., 
1993; Struelens aj., 1993; Millemann aj., 
1996) vyplývá značná korelace mezi výsledky dosaho­
vanými pomocí RAPD PCR a ostatními DNA typizač­
ními metodami.

Použitím RAPD PCR se například podařilo rozčlenit 
22 studovaných kmenů Streptococcus uberis do 15 sku­
pin. zatímco restrikční analýzou bylo získáno jen 
12 rozdílných skupin (J а у a r a o aj., 1992). Welsh 
aj. (1992b) při studiu původce lymské borci iózy Bor­
relia burgdorferi rozčlenili pomocí RAPD PCR tento 
druh do tří fylogenetických skupin. Zástupci I. skupiny 
byli identifikováni v Severní Americe a v Euroasii, za­
tímco zástupci II. a III. skupiny byli izolováni pouze 
v Euroasii. Cancilla aj. (1992) dosáhli uspokoji­
vých výsledků u kmenů Lactococcus lactis. Příbuzné 
kmeny měly téměř identický PCR fingerprinting, za­
tímco kmeny vzdáleně příbuzné měly PCR fingerprin­
ting značně odlišný. Podobných výsledků dosáhli 
H a r r i s o n aj. (1992) při typizaci kmenů Rhi^obium 
sp. a řadili metodu RAPD PCR jako velmi perspektivní 
a slibnou pro stanovení genetické příbuznosti jednotli­
vých terénních kmenů. Brousseau aj. (1993) do­
sáhli zajímavých výsledků při RAPD PCR typizaci 
u Bacillus thuringiensis.

V humání genetice bylo metody RAPD PCR použito 
při srovnání DNA zdravé tkáně a tumoru téhož pa­
cienta (Pein ad o aj., 1992). Autoři sice prokázali 
stejné DNA fingerprinty. ale některé amplifikační pro­
dukty se vyskytovaly ve zvýšených nebo snížených in­
tenzitách. Dalším došetřením bylo potvrzeno, že v prů­
běhu vzniku tumoru došlo к určitým přestavbám na 
krátkém raménku chromozomu 17. což mělo za násle­
dek nestejnou intenzitu některých amplifikačních pro­
duktů.

2.4. Přímé sek věnování

Princip je založen na sekvenování vybrané části ge- 
nomu organismů a vzájemném porovnání těchto sek­
vencí. Metoda přímého sekvenování vyčerpávajícím 
způsobem popisuje daný organismus a pokud je analy-
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zovaná oblast dostatečně variabilní, pak poskytuje ma­
ximum dostupné informace. Navíc umožňuje zcela jed­
noduché a plně automatizovatelné porovnávání výsled­
ků mezi jednotlivými laboratořemi. Ve velké většině 
případů se sek ven ují úseky DNA. které byly předtím 
získány vhodně uspořádanou PCR (Rao, 1994). Sek- 
venační data jsou využívána к identifikaci a porovnání 
jednotlivých bakteriálních nebo virových kmenů.

2.4.1. Příklady praktického využití přímého sekvenování

U bakterií se za cílovou sekvenci pro sekvenování 
nejčastějši využívají geny pro rRNA (S tack ch­
raň dt aj., 1992). Wcisburg aj. (1991) po přímém 
sekvenování amplifikačních produktů genů pro rRNA 
zařadili do fylogenetického systému obtížně kultivova- 
telného patogena přežvýkavců Anaplasma marginale. 
R o g g a 1 aj. (1990) diferencovali na základě sekvenč­
ní analýzy rDNA jednotlivé druhy rodu Mycobacterium. 
Frothingham a Wilson (1993) pak na základě 
sekvenačních údajů diferencovali kmeny Mycobacterium 
avium. Jako cílovou sekvenci zvolili přepisovaný mc- 
zerník (internal transcribed spacer) mezi geny pro 16S 
rRNA a 23S rRNA pro jeho vyšší variabilitu ve srov­
nání se samotnými geny pro rRNA. Výsledky sekveno­
vání vykazovaly jen velmi nízkou korelaci se sérolypi- 
zací. К rodu Pseudomonas byl na základě sekvenační 
analýzy zařazen dosud blíže nespecifikovaný kmen 
choroby banánovníků (Banana Blood Disease Bac­
terium), určený jako Pseudomonas solanacearum 
(Seal aj., 1993). Srovnáním vyhraných serovarů sal­
monel na základě sekvenačních údajů se zabývalo ně­
kolik autorů. К těmto účelům Masten a Joys 
(1993) sekvenovali vyhrané úseky genů pro sestavení 
bičíků.

U virů se například sekvenováním VPI oblasti viru 
slintavky a kulhavky podařilo sestavit fylogenelický 
strom vývoje a do tohoto systému zařadil všechny nově 
popsané izoláty (S a i z aj.. 1993).

3. ZÁVĚR

Metody molekulární biologie nabízejí zcela nový 
pohled na diferenciaci a taxonomii všech živých orga­
nismů. Nevýhodou současných DNA typizačních me­
tod je jejich nestandardnost ve smyslu snadné, jasné 
a přehledné kategorizace a prezentace výsledků. To je 
patrné zejména při studiu prokaryot a virů, kde jsou 
zavedeny metody fenotypové typizace. Proto se obje­
vují první pokusy odstranit tuto nevýhodu a využít 
к analýze poměrně složitých „DNA spekter" výpočetní 
techniku (Scott aj., 1993). V naší laboratoři pro zpra­
cování DNA fingerprintů u Mycobacterium paratuber­
culosis (Pavlík aj., 1996) a analýzy plazmidových 
profilů u salmonel využíváme software Gel Manager 
(BioSystematica, Anglie). S využitím výpočetní tech­
niky jsme byli schopni dokonce analyzovat DNA fin- 
gerprinty publikované v odborné literatuře (Whipple

aj.. 1990: De Lisle aj.. 1992). porovnat je s našimi 
výsledky a celkově vyhodnotit. Takovéto zpracování 
a archivace výsledků odstraňuje dosavadní limity me­
tod DNA typizace a otevírá cestu к exaktnímu popisu 
a klasifikaci.
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