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

VPLYV NIZKOBIELKOVINOVEJ DIETY NA EPITEL SEGMENTOV
NEFRONU OVIEC

J. Kocisova, M. Szanyiova, S. Faix, L. Leng
Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: Changes in the epithelium thickness of proximal and distal convoluted tubule of cortex, thin descending limb
ot 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-diet 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: Zmeny v hrubke epitelu proximalneho a distilncho sto¢eného kandlika kory.
Henleho klucky z vniatorného prazku vonkajsej drene. hrubého vzostupného ramena vonkajSicho priZzku vonkajsej drene

tenkého zostupného ramena

a zberného kandlika vnitornej drene boli skimane u mladyeh rasticich oviee kimenych nizkobielkovinovou diétou (LP).
Krmna divka oviee na LP-di¢te obsahovala 5,73 g dusika a 6,13 MJ strivitelnej energie (DE), zaualco ove
skupine mali denny prijem 19.51 g N a 12.29 MJ DE. Obe skupiny zvierat prijimali tieto diéty najmenej Sest tyZdiov pred
odobratim obli¢iek. Morfometrickd analyza s digitizacnym tabletom ukizala, ze prijem LP-diéty sposobil signifikantni re-

v kontrolnej

dukciu hribky epitelu distalncho stoc¢enc¢ho kandlika a hrubého vzostupného ramena Henleho klucky. zatial¢o epitel zberného
kandlika bol naopak zhrubnuty. Rozmery epitelu proximilneho sto¢eného kanilika a tenkého zostupného ramena sa nemenili.
Prezentované vysledky ukazuji na morfologicky prejav adapticie obli¢iek oviec k prijmu nizkobielkovinovej diéty. ktord je
spojend so zvySenou rendlnou reabsorpciou mocoviny.

oblicka; morfometria; prijem bielkovin

UvVOoD udaje o zmendch Struktiry oblicick oviee s vysokou tu-

bularnou reabsorpciou mocoviny pocas prijmu nizko-

Je dobre zname, Ze oblicky prezivavcov na nizko-
biclkovinovej diéte maji velka schopnost znizit exkré-
ciu endogénnej mocoviny a vracat ju spit do krvného
obchu. Takto zadrzany dusik endogénnej mocoviny je
po jeho recyklizacii cez traviaci trakt znovu vyuZity na
proteosyntézu a stavbu tela (Boda. 1980). Zakladn¢
principy tohto mechanizmu nazyvancho rendlna reten-
cia mocoviny st redukcia glomerularne) filtracie a tym
aj mnozstva prefiltrovanej mocoviny (Eriksson
a Valtonen. 1982), zvySend transportna Kapacita
pre tubularnu reabsorpciu mocoviny (Leng a i.. 1985)
a zvySena rcabsorpcia mocoviny cez epitel rendlngej
panvicky (Cirio a Boivin. 1990). Naprick mnoz-
stvu informdcii o tubuldrne) reabsorpeii mocoviny
v obli¢kach oviec a aj inych preziavaveov (Leng., 1991)

Vet. Med. - Czech, 42,1997 (4): 93-95

bielkovinovej diéty (LP) v literatire chybaju. Preto ci-
clom tejto prace bolo ziskal nové poznatky o Struktire
tych segmentov nefronu oviec na LP-diéte, ktoré sa
najviac zapdjaji do rendlnej recyklizacie a reabsorpcie
mocoviny.

MATERIAL A METODA

V pokusoch sa pouzili mladé rastice ovee vo veku
Sest mesiacov o Zive] hmotnosti 22 az 25 kg. Zvierata
v kontrolnej skupine (n = 8) prijimali di¢tu s obsahom
19.51 ¢ N a 12.29 MI stravitelnej energie, ovee na niz-
kobielkovinovej diéte (n = 8) mali denny prijem 5,73
¢ N a 6.13 MJ stravitelnej energie. Minerdliec a voda
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boli volne dostupné. Obe skupiny boli takto krmenc
najmencj Sest tyzdnov pred odobratim vzoriek oblicko-
vého tkaniva. Presné zlozenie diét je uvedené v tab. I.
Po zabiti zvierat boli oblicky perfundované roztokom
glutaraldehydu (GA) o koncentracii 300 pmol/I v 0,1 mo-
larnom fosfatovom pufri. Excizie tkaniva boli odobrané
z kory oblic¢iek, z vonkajSieho a vnutorného prazku
vonkajSej drene a z vnutornej drene a dofixovan¢
v GA. Potom nasledovala postfixdcia v 40 pmol/l OsOy,
odvodiovanic v stipajicej alkoholovej rade, presyte-
nie zalievacimi médiami a napokon boli excizie zaliate
do Durcupanu ACM. Ulratenké rezy boli kon-
trastované uranylacetitom (Watson, 1958) a ciri-
nom olovnatym (Reynolds, 1963) a nasledne preze-
rané v elektronovom mikroskope JEM 1200 EX. Vysk:
epitelu proximalneho a distalneho sto¢eného kandlika.
tenkého zostupného ramena Henleho klucky z vnitor-
ného prizku vonkajSej drene, hrubého vzostupného ra-
mena vonkajSieho prazku vonkajSej drene a zberného

kanalika vnutorne) drene bola merana pomocou digiti-
zaéného tabletu OCE Graphics G6451 a namerané hod-
noty boli vyhodnotené neparovym Studentovym r-tes-
tom,

VYSLEDKY

Vysledky pokusov st uvedené v Tab. I1.

Epitel bunick proximilneho stoc¢eného kanalika kon-
trolnej skupiny mal vySku 8.78 £ 0.74 pm. zatial¢o
u LP-skupiny sa sa nameralo 7.74 £ 0,50 um (NS).

Hribka epitelu distilncho stoceného kanalika bola
u oviec na LP-diéte signifikantne nizsia (5.56 = 0.28
vs. 848 £ 0.50 um. P < 0.001).

Hribka epitelu tenkého zostupného ramena Henleho
klucky z vniatorného prizku vonkajSej drene bola
v kontrolnej skupine 1.88 £ 0.12 pm a u oviec na LP-
-di¢te 1,64 £ 0,13 pm, (NS).

1. Zlozenie dennej kfmnej divky pre ovee — Composition of daily feed ration for sheep

Kontrolna di¢ta'
Zlozkal Mnozstvo'" Susina'! Dusik'? StraviteInd energia'?
3 (g) B (g) (g) (MJ)
Seno? 350.0 297.5 6.83 2.95
Ja¢men* 400.0 340.0 6.72 6.12
Pienicné otruby® 250,0 220.0 5.90 3.22
Spolu" 1000.0 857.5 19.51 12,29
Nizkobielkovinovi diéta’
Seno? 100,0 85.0 1.95 0.84
Jaémenna slama® 500.0 425.0 2.80 3.87
Kukuriény skrob” 60,0 s34 0.03 0.90
Psenicné otruby® 40,0 35.2 0,95 0.52
Spulu" 700.0 598.6 5.73 6.13

1 2; 3 4 s 6 7
control dict, “ingredient, “hay. “barley. “wheat bran. “total. "low-protein diet

i T
B digestible energy

1. Zmeny v hrabke epitelu (Lm) segmentov nefronu oviee Kimenych

8 2 10, I >
. harley straw, “corn starch, amount, ©dry matter. “nitrogen,

Sest tyzdinov nizkobielkovinovou dictou — Changes in the epithelium

thickness (um) of nephron segments of sheep fed low protein diet for six weeks

Segment nefronu’ K-diéta® LP-diéta’ P
PCT 8.78 £ 0.74 7.74 £ 0.50 NS
DCT 8.48 + 0,50 5.56 £ 0.28 <0.001
DTL (IS OM) 1.88 = 0.12 1.64 £ 0.13 NS
TAL (OS OM) 7.05 £ 0.38 S81 +0.20 <(.05
IMCD 6.63 £ 0.49 8.35 £ 0.50 <0.05
Hodnoty st priemer = SEM - Values are mean = SEM
K-di¢ta = kontrolna diéta — control diet
LP-dicta = nizkobielkovinova di¢ta - low protein diet
PCT = proximdlny stoceny kandlik — proximal convoluted tubule
DCT = distilny stoceny kandalik — distal convoluted tubule
DTL = tenké zostupné rameno Henleho klucky z vnutorn¢ho prazku vonkajse) drene = thin descending hmb of Henle loop from inner
stripe of outer medulla
TAL = hrubé vzostupné rameno Henleho klucky z vonkajsicho prizku vonkajsej drene — thick ascending limb from outer stripe of outer
medulla
IMCD = zberny kandlik z vnitornej drene — collecting duct from inner medulla
[m:phron segment, K-diet. "LP-diet
94 Vel. Med. - Czech, 42, 1997 (4): 93-95



V hrubom scgmente vzostupného ramena Henleho
klucky z vonkajsicho prazku vonkajse) drene sme zistili,
7c epitel zvierat na LP-diéte bol signifikantne nizsi (5.81
+0,2 pum) nez v kontrolnej skupine (7.05 £ 0,38 pm, P <
0.05). Naproti tomu epitel zberného kandlika z vnitornej
drene bol Statisticky vyznamne vySSi u oviec na LP-dicte
(8,35 £ 0.5 vs. 6.63 £ 0,49 um, P < 0,05).

DISKUSIA

Udaje o hlavnom mieste rcabsorpcic mocoviny
u oviec na LP-diéte v literatire chybaju, ¢o je danc
nedostupnostou zbernych kanalikov drene a papily
tychto zvierat pre mikropunkéné techniky (Leng,
1991). Pokusy na potkanoch a inych hlodaveoch jasne
ukdzali, Ze hlavnym miestom reabsorpcie mocoviny
ovplyvnujicim jej rendlnu retenciu su zberné kanaliky
vnitornej drene, resp. papily (Clapp, 1966). Zhrub
nutie epitelu tohto segmentu nefronu v oviec poukazuje
na zmeny v jeho metabolickej aktivite pravdepodobne
spojenej aj so zvicSenim resorpénej plochy. Podobné
vysledky boli opisané u hlodavcov na LP-diéte (Sa-
kai a Hijikata, 1991). Isozaki ai. (1993)
predpokladaji na zdklade podobnych ndlezov u potka-
nov, ze ide vlastne o morfologicky prejav zvySenc¢ho
aktivneho transportu mocoviny v zbernych kandlikoch.
Je zaujimavé, Ze aj po podavani vazopresinu potkanom
boli najdené takmer zhodné zmeny v zbernych kanali-
koch (Nielsen ai., 1993), ¢o by podporovalo nizor
o ulohe V2 receptorov tohto oktapeptidu pri zvySenom
transporte mocoviny cez bunkové membrany (Knep-
per a Star, 1990).

Redukciu epitelu v tenkom zostupnom ramene Henle-
ho klucky u potkanov na LP-diéte popisali a
Schmidt-Nielsen a i (1985). Je zndme, 7¢ pocas
prijmu LP-diéty sa u oviec najvyssia tkanivova koncen-
trdcia moCoviny presava z papily do vnitorného pruzku
vonkajSej drene (Rabinowitz a i, 1973). Mohlo by
to suvisiel so zasadnym kvantitativnym posunom v intra-
rendlnej recyklizaciin moCoviny ako désledok zmenencj
permeability zbernych kandlikov a nicktorych Casti Hen-
leho klucky k mocovine pocas prijmu LP-diéty.

Na moZné zapojenie aj distalneho stoceného kandli-
ka do tychto procesov u oviec poukazuji aj pocetné
vakuoly, dilatovan¢ endoplazmatické retikulum a auto-
fagické vakuoly popisané v nadej nedévnej prici (Ko -
¢ifova, 1994).

Vysledky tejto prace su prvymi udajmi o zmendich
hrabky epitelu segmentov nefrénu prezivaveov pocas
redukovanc¢ho prijmu biclkovin di¢tou a ukazuju na
morfologicky prejav adapticic ich obli¢ick na zvySenu
rendlnu reabsorpciu mocoviny.
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BOOK REVIEW

J’ACCUSE. ENVIRONMENT AND SMIDAK PRINCIPLES

ZALUIJIL ZIVOTNI PROSTREDI A SMIDAKOVY PRINCIPY

E. F. Smidak

Luzern, Avenira Foundation. 1996. 143 s.

Emil F. Smidak se narodil v roce 1906 v Ostrave.
Vétsinu svého Zivota proZil ve Svédsku, jehoZz obcan-
stvi také ma. Pracoval v riaznych funkcich v pramyslu
ve vice evropskych zemich. V soucasnosti je preziden-
tem Nadace Avenira (Avenira Foundation for Human
Research) ve Svycarském Luzernu. V roce 1981 mu byl
udélen cestny doktorat filozofie Karlovy univerzity
v Praze. Jako publicista a filozof se vénuje problema-
tice environmentalistiky, neustdle vzristajici lidské po-
pulaci, energetickym zdrojam, ohroZzenym Zivoc¢isnym
a rostlinnym druhim, kontaminantim vzduchu a vody.
dopravé, stavu vyzivy, nezaméstnanosti apod.

Ne nahodou dal E. F. Smidak do ndzvu své knihy
historicky znamy nadpis obhajoby Emila Zoly v pro-
slulé Dreyfusové aféfe. Zivotni prostiedi, s vyhledem
na moznost preziti budoucich generaci lidstva a mnoha
zivoc¢isnych druha, vzbuzuje obavy pfimo alarmujici.
Odbornici predpovidaji, ze lidstvu zbyva jen nékolik
malo desetileti nez budou vycerpany vsechny prirodni
zdroje umozijici lidskou existenci a vyssi formy 7i-
vota. Podle IUCN (International Union for Conservati-
on of Nature and Natural Resources) je na cervené lis-
tiné ohrozenych druht 3 175 obratlovea a 2 754
bezobratlych.

Pred péti roky se seslo ve Washingtonu vice jak
1 500 védct (mezi nimi bylo 99 nositela Nobelovy ce-
ny), jimz lezi na srdci budouci osudy lidstva a Zivota
na planeté Zemé. Na zavér svého nékolikadenniho ro-
kovani vydali celosvétové prohlaseni k nejnaléhavejsim
problémim ohroZujicim Zivot na Zemi: valky, masové
migrace lidské populace, bida, devastace a aridizace
krajiny, zneCisténi oceant toxickymi latkami a myceni
desStnych lest. Védci adresovali své poselstvi lidstvu.
Oslovuji kazdého ¢lovéka at je kdekoliv, nebot v dané
situaci je zapotfebi pomoci kazdého jedince. Svij dil
pomoci vidi E. F. Smidak v publikaci, jiZz dal nizev Za-
luji. Vytycuje dva tzv. Smidakovy principy: prvni princip
zni Moc a Odpovédnost a druhy Akce a Reakce.

Co mini autor prvnim principem? Nikdo by nemél
mit vic moci nez odpovédnosti a opacné. Pouze takovi
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jediner by méli vliadnout moci. ktefi mohou nést i od-

povédnost za své Ciny.

Co je minéno druhym principem? Slovo akce ozna-
Cuje néco, co je udélano, vykonano. Je to uréita mira
nebo stupen né¢eho, podnikani. ¢innosti. Slovo reakce
znaci odpovéd, opacny ucinek, ndsledek. Je nezbytné
nutné, aby se odvijel nepreruSeny fetéz akci a reakci.
Akce se da posoudil. az objevime nejvetdi pocet moz-
nych reakei. Nejen lidsky jedinec, ale cely vesmir
vznikl véénymi procesy akce a reakce probihajicimi ti-
sice, mozna miliony let.

Jak jsou Smidakovy principy respektoviany v sanac-
nich procesech zivotniho prostiedi? Podle statistickych
Gdaju PRB (Population Reference Bureau) bylo na Ze-
mi na zac¢itku historické epochy (asi 7 000 let pi. Kr.)
sotva deset milionu lidi. V roce 1950 (1. za 8 950 roku)
vzrostla populace na 2.5 miliardy. Mezi rokem 1950
a 1987 (). za pouhych 37 let) se rozrostla lidska popu-
lace o stejny pocet a dosihla péti miliard. Podle prvni-
ho principu Moci a Odpovédnosti kdo ma moc ovlivnit
porodnost? Kdo muze u¢init prislugna opatieni? Kdo
nesce odpovédnost? Kdo a co pro problém udélal?

Ve stejné dobé od pocitku historické epochy ziska-
valo nékolik miliond lidi svou potravu « 5 000 druhu
divoce rostoucich rostlin. Dnes, kdy svét obyva vice
nez pét miliard lidi, ziskavame 90 % sv¢ denni energe-
tick¢ potieby z pouhych 20 rostlinnych druhu.

E. F. Smidak odvodil své Principy ze Zivota po dlou-
holetych profesiondlnich a praktickych zkuSenostech.
Objevil fundamentalni zakony, Kterymi se fidi dnesni
cesta lidstva a zivota, provedi metodické analyzy no-
vych poznatkt o kombinovanych acincich prirodnich
procest. Smidakovy principy jsou vyznamné pro kazdy
védni obor a predeviim pro mezioborovou spolupraci.

Pro bohatou faktografickou dokumentaci bych pre-
¢teni Smidakovy knihy doporucoval nejen kazdému vé-
deckému pracovnikovi, ale 1 kazdému ¢lovéku, nebot
viichnt mame svaj dil odpovédnosti za stav, ktery je.
A na kazdém jedinci také zalezi podafi-li se zvratit vy-
voj vice nez znepokojujici.

Prof. MUDyr. et MVDr. h.c. Leopold Pospisil, DrSc.
V¥zkumny aistav veterindrniho Iékarsivi, Brno
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IDENTIFICATION OF ENTEROTOXIN-PRODUCING STRAINS
OF ESCHERICHIA COLI BY PCR AND BIOLOGICAL METHODS

DETEKCE ENTEROTOXIGENNICH KMENU ESCHERICHIA COLI PCR
A BIOLOGICKYMI METODAMI

P. Alexa, I. Rychlik, A. Nejezchleb, J. Hamrik

Veterinary Research Institute, Brno, Czech 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 STh were dene in the cell line Y1, suckling mice, and ligated
piglet intestinal loops, respectively. The production of STh was tested only in strains negative for LT 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 but the same or similar biological properties.

Escherichia coli; ETEC; enterotoxins; PCR: LT: STa: STh

ABSTRAKT: V prici byla srovnivina detekee enterotoxigennich kmenit Escherichia coli pomoci PCR a biologickymi metodami.
Detekce LT byla providéna na buné¢né linii Y1, STa byl detekovin na
negativni vysledky pfi detekei LT a STa na podvizanych stievnich Klickich selat. Metoda PCR je specificté)si a spolehlivéjsi pit
urceni schopnosti produkce enterotoxini ve sroviini s biologickymi metodami. Pomoci PCR je mozno detekovat kmeny, které in

rjicich mySkdch, STh byl prokazovin u kment divajicich

vitro produkuji nizké mnozstvi toxinu a biologické metody je neodhali. Pro vysokou specifitu viak PCR neodhali kmeny, které

produkuji toxické substance s odliSnou strukturou. ale se stejnym biologickym ac¢inkem.

Escherichia coli; ETEC; enterotoxiny: PCR: LT: STa: STh

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 enterotoxing 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 cach
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 test
(Smith and Halls. 1967). Heat-labile enterotoxin
shows antigenic activity and can also be demonstrated
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by scrological methods. Moreover, it induces specific
morphological changes in certain cell lines (Donta et
al.. 1974), such as Y 1. 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 et al., 1972). Heat-stable
enterotoxin STh 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 poreine and calf isolates from clinical materials
were tested. The strains E. coli 5034 (0141 : K91
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K88¢ : HIO LT + STa + STb +) and 9026 (0157 : 8813
LT + STa + STb +) 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 (Salajka etal, 1991,
1992). STa by inoculation of new-born mice
(Stavric and Jeffrey, 1976), and STb in ligated
intestinal loops of piglets (Smith 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), Lec etal (1983).
and Sckizaki etal (1985) and supplied by Biovendor
(Czech Republic). Heat-stable DNA polymerase (TBR
Thermalase) was supplied by AMRESCO (USA).

Primers:

LTI 5 TTA CGG CGT TAC TAT CCT CT ¥
LT2 5" GGT CTC GGT CAG ATA TGT GA 3
amplification product LT — 275 base pairs

STal 5° TTT CTG TAT TAT CTT TCC CC 3’
STa2 S’ATT ACA ACA AAG TTC ACA GC 3’
amplification product STa — 167 base pairs
STb1 §* TCT TCT TGC ATC TAT GTT CG 3°

STbh2 5 TCT CTA ACC CCT AAA AAACC X
amplification product STb — 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 ul of the reaction buffer (tenfold concentrate)

200 pM NTP

10 pmol of each primer

0.5 U TBR thermalase

2 ul DNA (tested sample)

and the volume was completed to 20 ul with deionized
H,O0.

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
cach set of samples.

Isolation of DNA

One colony of the tested culture was suspended in
50 pl of deionized water (MilliQ UF., Millipore) and
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boiled for 10 min. Cell debris was removed by a short
cyele of centrifugation (10 000 ¢ for I min) and 2 pl
of the supernatant were withdrawn as the DNA of the
sample.

Cycling

The iniual eycle of S min at 94 “C was lollowed 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 S min at 72 “C. The cycling con-
ditions were tested using the thermocyclers MJ Re-
scarch PTC 200.

The resulting amplification products were detected
by electrophoresis in 2% agarose gel at 5 V/em 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 werce tested
simultancously for the production of LT in the cell line
Y'1. The results are summarized in Tab. L. 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
L. 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 yiclded alternately negative. du-
bious and positive results.

The production of STh was examined simultane-
ously by the intestinal loop test and PCR in eight

1. Detection of LT in individual serogroups of £ coli

Serosroun| Y1+ | Yi- [ Yi+ | YI£ | VI~ | Toml

SCIOZIOUP ] poR 4 | PCR + | PCR - | PCR + | PCR tested

08 1 | 2

0119 | 2 3

0139 2 1 3

0147 5 15 20
|

0149 18 | 2 |2

0157 | | |2 } 3
| |

o’ 3 [ { 12 | s
| | {

Other 9 l ! 1 | s2 | a2

. | P S I -
Total 38 | 2 |1 T | 87 | 129
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I1. Detection of STa in individual serogroups of L5 coli

Serogroup ',”.’ + ,”.P ; ,B.P 5 l)iP - ,HJ’ * iy Total tested
PCR + PCR + PCR + PCR PCR - PCR -
08 2 T o 1 3 O
09 | 12 12
022 1 |
054 I 1 2 4
069 | 1
086 | 2 3
0108 4 ‘ 3 2 | 12
0119 3 3
0141 4 | I 7 12
0147 4 8 2 ' 1 25
0149 A ! 3 37 44
0152 | |
0157 5 2 | | 9
0?7 23 1 2) 30 56
Other 2 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 STh by PCR. 110 of the 228 tested strains
were positive by PCR. Most of them produced simul-
lancously one or two of the other enterotoxins and
only 10, belonging to various scrogroups, produced
STb alone.

Total numbers of the strains under study are given in
Tab. 1IT and differences in the detection of enterotoxins
by biological tests and PCR are summarized in Tab. V.
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 ctal. (1992). In our experiments, the
differences in the detection of LT between the method
using the cell line Y1 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 virro, 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 0119. Ap-
parently, this strain produced a toxin different from LT,
but similar o it as far as its biological activity was
concerned.

Vet. Med. = Czech. 42, 1997 (4): 97-100

The differences between the results of the mouse test
and PCR for STa were more apparent. Considerable
differences were found particularly in the strains of the
serogroups 0108, 0147, and 0157 carrying the coloni-
zation factors 8813 (F18). Their enterogenicity 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. 1) 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
STh, 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 test for STh. 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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IT1. Numbers of tested strains of £ coli

Tn.\in“.:lml }ILFH;JA - o
STa LT ~_STb
mice PCR Yl PCR loop test j‘ PCR
Positive 56 76 41 S8 6 [ 110
Negative 158 152 87 170 2 118
Dubious 14 0 | 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 STh
:i(t‘;:?gical method + 2321307 295 62.5
Ei(t:all{og-ical method - 61.9 67.3 25
:iiﬁ);ical method — 758" 1.6 0
:i?)ﬁy_gicnl method + 13 0.8 12.5
bpiiﬁ;;;lcul method £ 2608° 0.8 0
Eii?ogical method * 35 0 0

*

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 are 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. coli, 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
AMPLES

METODA ODHADU PREVALENCE INTRAMAMARNICH INFEKCI
STAPHYLOCOCCUS AUREUS A STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

VE STADECH NA ZAKLADE VYSETRENI BAZENOVYCH VZORKU
MLEKA

P. Benda, M. Vyletélova, A. Tichacek
Research Institute for Cartle Breeding, Rapotin, Czech Republic

ABSTRACT: Parallel quantitative determination executed in 92 herds at 107 sampling dates was focused on the counts of
major pathogens (Staphyvlococcus aurens, 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 bulk milk samples in 5 herds with pipeline milking. Tab. 1 shows the

actory for the pathogens observed (95% and 91%. resp.).
but method is less specific for Staph. aureus (67% against 92% Str. agalactiae). Figs. 1 and 2 show coordinate graphs of the

qualitative analysis of the relation. Sensitivity of the method is satisf:

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 coelficient of rank correlation of bulk milk and individual
examinations amounted to 0.823 and 0.900 tor Staph. aurcus and Str. agalactiae, respectively. Four mathematical models
were tested in the course of quantitative analysis, describing the relation between bulk milk examination and individual
examinations: (1) linear regression. (2) lincar regression with fixed starting point. (3) logarithmic regression and (4) irrational
tunction. A model based on the equation of irrational function (4) was found to be best: y = a + by + Nyt k ay +
iy N VIC, Tab. 1T shows the parameters of the equation for examined microorganisms, Correlation coefticients for the above
equation are » = 0.733 and » = 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. 111). 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; bulk milk samples: quantitative determination: Streptococcus agalactiae: Staphylococcus aureus: herd prevalence;
prediction

ABSTRAKT: V 92 stidech skotu a 107 odbérovych terminech byl soucasné stanoven kvantitativné pocet Staphylococcus
aureus a Streptococcus agalactiae v bazénovych vzorcich mléka a prevalence intramamarnich infekei uvedenymi patogeny
ve stadeé na zakladé vySetieni individudlnich vzorku. resp. ¢tvrtovyceh vzorka z prvnich stiikG mléka. Dadle byl v péti stdjich
s potrubnim dojenim stanoven kvantitativné pocet hlavnich patogent v proplachovych vodach pred dojenim a v bazénovém
vzorku mléka. Metoda je pro sledované patogeny uspokojivé citlivia (95, resp. 91 %). pro Staph. aureus ale méné specificka
(67 % oproti 92 % Str. agalactiae). Pii kvantitativni analyze dat byly ovéfeny ¢tyfi matematické modely. popisujici vztah
mezi bazénovymi a individudlnimi vySetfenimi mlcéka: (1) linedrni regrese. (2) linedrni regrese s pevnym podcitkem, (3)
logaritmicka regrese a (4) iraciondlni funkce. Jako nejlepsi byl shleddn model zaloZzeny na rovnici iraciondlni funkee y = a +

by + cNx+k £ a, + i,r,\‘;+ k,-. Korelagni koeficienty pro uvedenou rovnici Cini » = 0,733 a » = 0,842 pro Staph. aureus.
resp. Str. agalactiae. Pro nejlepsi model byly stanoveny také predikéni kiivky. oblasti spolehlivosti okolo predikénich kiivek
a vytvofena predikéni tabulka. Didle bylo potvrzeno. ze transportni cesty potrubniho dojiciho zafizeni nejsou vyznamnym
zdrojem kontaminace bazénového vzorku mléka sledovanymi patogeny.

mastitis: bazénové vzorky mléka: Kvantitativni stanoveni: Streptococcus agalactiae; Staphylococeus aurens; prevalence:
predikcee
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Design optimdlniho kontrolniho mastitidniho pro-
gramu ve stadech dojnic je v soucasné dobé neustile
predmétem diskuse. Prispévkem do spektra kontrolnich
bodl by mohlo byt také pravidelné sledovani vyskytu
hlavnich patogenu, zpusobujicich intramamarni infckee
(IMI) (Staph. aureus, Str. agalactiae) v bazénovych
vzorcich mléka. Uvedené patogeny tvofi podstatnou
¢ast populace mikroorganismu, ucastnicich se patoge-
neze mastitid; napiiklad Wilson a Richards
(1980) udavaji 77 % ze viech izolovanych patogent ze
subklinickych mastitid ve Velké Britanii, Grooten-
huis (1976) také 77 % a Schallibaum (1993)
okolo 50 % (Svycarsko). Uvedené price vychizely
z fadove desitek tisic pripadi a poskytuji tedy dosta-
te¢né reprezentativni pohled. Také nase sledovini
(Benda a Vyletélova, nepublikoviano) na asi
25 000 vzorcich vykazuji podobné vysledky: Staph.
aureus a Str. agalactiae tvoii 68 % vSech izoldtd pii
vySetieni individualnich vzorki mléka. Bazénovy pocet
somatickych bunék (PSB) poskytuje sice informaci
o aktudlnim zdravotnim stavu mléénych zlaz dojnic,
ovSem bez informace, co piipadnou poruchu funkce
zpusobilo. Proto také existuji ponckud rozdilné nazory
na vyuzitelnost bazénového PSB. Domnivame se. ze
znalost aktudlni prevalence danych patogent ve stadé
je velmi uzite¢na. Korelacni koeficient mezi celkovou
prevalenci intramamarnich infekei ve stadé a bazéno-
vym PSB se pohybuje podle autorti od 0,43 (Wilson
a Richards, 1980) pies 0,500 (Postle aj.. [971).
0,621 (Pastrnkova a RySdanek, 1984) a7 po
0,879 (Pearson a Greer, 1974). Je vSak znamo,
7e prevalence Staph. aureus a PSB koreluji velmi $pat-
né, zatimco u Str. agalactiae je tomu naopak (Pas-
trnkovda a RySanek, 1984; Postle aj.. 1971).
Udaje o kvantitativnim stanoveni hlavnich patogent
v bazénovych vzorcich mléka pochazeji vétsinou 7z hy-
gienickych sledovini (Harvey a Gilmour, 1985;
Dumoulin a Peretz. 1993), tykaji se pouze
Staph. aureus a nejsou vztazeny k prevalenci infekei ve
stadech. Kvalitativni analyzu odrazu vyskytu patogent
mlécné zlazy v bazénovém vzorku mléka provedli
Bramley aj., (1984), Erskine aj. (1987), Gold-
berg aj. (1991), Bartlett aj. (1991) a Sischo
aj. (1993).

MATERIAL A METODY
Vzorky mléka a proplachovych vod

Vzorky mléka pochazely z mlékarskych farem 7z ob-
lasti severni a jiZzni Moravy a z vychodnich Cech. Tes-
tovéani probihalo v letech 1993 az 1995 v ramci pora-
denské ¢innosti k problematice mastitid. Ve 107
odbérovych terminech byly v chovech soucasné ode-
brany bazénové vzorky mléka z ichovné nadrze po do-
jeni a individualni vzorky mléka dojnic. Minimalni po-
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cet sledovanych dojnic ve stagi ¢inil 23 Kusa, pramérne
byly v jedné stiji analyzoviny vzorky od 71 dojnic. Ve
staji byly vzdy vySetieny pokud mozno viechny dojni-
ce, veetné zvirat s Klinickymi piiznaky a zvitat zapra-
hujicich. Pokud v nékterych stajich byly provedeny
opakované odbéry. pak maximaln¢ dveé opakovani v in-
tervalu vét§im nez pét mésicu. Ve sledovaném souboru
bylo zarazeno 92 stdji. Celkem bylo vySetieno 12 173
individudlnich vzorka mléka. Bazénové vzorky mléka
byly ithned po odbéru zchlazeny: v pripad¢ dlouhodo-
bé¢jsiho transportu byly konzervoviany borito-sorbato-
vym konzervacnim Cinidlem (Heeschen aj., 1969).
Po doruceni do laboratore byly analyzoviny do dvou
hodin nebo pro pozdéjsi zpracovani zmrazeny a ucho-
vaviny pii teplot¢ =18 °C nejdéle po dobu 14 dni. In-
dividudlni vzorky mléka byly odebiriny v souladu
s doporucenimi FIL/IDF (1981). V souboru se vysky-
tovaly jak ¢tvrtové, tak smésné vzorky od jednotlivych
dojnic: davodem odlisnych zpasobu odbéru byly vétsi-
nou (vzhledem k poloprovoznimu charakteru sledova-
ni) pozadavky chovatelt a servisnich pracovnika. Ctvr-
tové vzorky byly odebirany vzdy zc viech &tvrti
vemene. Vzorky byly transportoviny zchlazené, stej-
nym zpusobem jako bazénove vzorky: nebyla viak po-
uzivina Ziadna konzervacni ¢inidla. Po doruceni do la-
boratofe byly vzorky analyzoviany bud ihned, nebo po
uchovani pri teplot¢ 4 °C nejvyse I8 hodin. V pFipadé.
kdy nebylo mozno dodrzet uvedené podminky. byly
vzorky zmrazeny a uchoviny pii teploté =18 °C nejdéle
14 dni.

Vzorky proplachovych vod byly odebriny ve stajich
s ovéfenym vysokym vyskytem sledovanych patogent.
Jednalo se o pét staji s potrubnim dojenim pro 100 az
160 dojnic. Odebran byl vzdy vzorek proplachové vody
pred dojenim a nisledny bazénovy vzorck mléka. Pro
kazdou stqj byl odbér zopakovin tfikrat.

Stanoveni Staphylococcus aureus a Streptococcus
agalactiae

Stanoveni Staph. aurcus v bazénovych vzorcich
mléka probihalo stejnym zpusobem jako v nasi pred-
chozi praci (Benda a Vyletélova, 1995), stejné

Jako stanoveni Str. agalactiac (Benda a Vylete-

lova, 1997b). Individudlni vzorky mléka byly
v mnozstvi ast 50 pl o¢koviny sterilni sklenénou tycin-
kou soucasné na krevni agar s 8 % plné berani krve
(Columbia Blood Agar Base, HiMedia. Bombay) a Ed-
wardsovo médium s 8 % berani krve (HiMedia). Kul-
tivace probihala 18 az 24 h/37 °C. Ze¢ suspektnich ko-
lonii stafylokoka byly zalozeny subkultury na krevnim
agaru s pranymi beranimi erytrocyty a provedeny kon-
firmacni testy. Jako Staph. aureus byly uréeny kmeny
s koloniemi hladkymi. lesklymi. s rovnymi okraji. tvo-
fici zluty ¢i oranzovy pigment a o— ¢i B-hemolyzin
(testovano dle Skalka aj. 1979). koaguliaza a clum-
ping faktor pozitivni. Kmeny. negativni v nékterém
7 uvedenych znaku, byly dale identifikoviany komerc-

nim setem STAPHY-test (Lachema, Brno) a identifi-
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kacnim programem TNW verze 3.1, popi. 4.0 (CCM,
Brno). Suspektni kolonic Str. agalactiae (f-hemolytic-
ké. na Edwardsové médiu eskulin negativni) byly pre-
ockovany na krevni agar a dale konfirmovany. Jako
Str. agalactiae byly ureny kmeny B-hemolytické, es-
kulin negativni, CAMP (B-hemolyzin Staph. aureus)
pozitivni, s pozitivni reakci s fenolftaleindifosfatem
a hipurdtem sodnym. Kmeny s nékterymi znaky nega-
tivnimi byly identifikovany setem STREPTO-test (La-
chema, Brno) a programem TNW, popf. sérologicky
(latexaglutinaéni test SEVA-test Strepto B).

YVyhodnoceni vysledkii

Pro kazdou sledovanou stdj a odbérovy termin byly
stanovené bazénové pocty hlavnich patogeni vztaZzeny
k procentové frekvenci vyskytu (prevalenci) prislusne-
ho organismu v souboru individudlnich vzorku. Preva-
lence byla vztazena vzdy k poctu infikovanych dojnic,
a to 1 v pripadé, kdy byly analyzoviny ¢tvrtové vzorky
a pozitivni byla pouze jedna ¢tvri. Hodnoceni bylo pro-
vedeno jak kvalitativni, tak kvantitativni. Z kvalita-
tivnich ukazatelt byly stanoveny metodou podle
McDermott aj. (1982):

i . TP
citlivost metody Se = ————
TP+ FN
i T R
specifita metody Sp = _TN =
schopnost pozitivii predikee Pp £E
s itivni predikee Pp = ——
- ? " TP
N
schopnost negativni predikee Pn = ———
pROSE BtV PreciRee T = TN+ IV

kde: TP je pocet skutecné pozitivnich vysledka (tj. pozi-
tivni nalez v bazénech se kvalitativné shoduje s nalezem
u jednotlivych dojnic), TN znadi pocet skute¢né nega-
tivnich vysledka, FP pocet falesné pozitivnich vysledku
a FN pocet faleSné negativnich vysledku.

Pii kvantitativni analyze byly stanoveny parametry
jak linearnich, tak nékterych nelinedarnich regresnich
funkci bazénovych a individudlnich stanoveni:

lincarni model y =a + hx (N

linedrni model s pevnym pocitkem 0.0 v = by (2)

logaritmicky model (Cobb-Douglasova funkce) y = av’ 3)
nebo také log y=log a + b log x

. Py . e

iraciondlni model y =a + by +cVx +k (4)

kde: a jsou posunuti funkci na ose Y: b, ¢ jsou para-
metry linearni. resp. iraciondlni slozky funkci, a k je
posunuti na ose X.

Byl vybran model nejlépe popisujici namérena data;
pro ten pak byly stanoveny intervaly spolehlivosti ko-
lem kiivky. Hypotéza rovnosti korelacnich koeficientd
testovanych modelt byla ovéiena pomoci Fisherovy
Z-transformace. Dile byla hodnocena frekvence vysky-
tu fatdlnich®™ pozitivnich a negativnich chyb jako chyb
obtizné vysvétlitelnych staustickymi fluktuacemi sta-
noveni. Srovniny byly také histogramy cetnosti vysky-
tu patogena jak v bazénech. tak u individudlnich vyset-
feni.

VYSLEDKY

Pro kvalitativni vyhodnoceni jsou vysledky uvedeny
v tab. I. Selektivita i schopnost pozitivni predikee pic-
sahuje jak v pripade Staph. aurcus. wak Str. agalactiac
hodnotu 90 %. Horsi vysledky jsme obdrzeli pro spe-
cifitu a negativni predikei u stafylokoku, zatimeo pro
streptokoky se hodnoty specifity a negativni predikce
pohybuji opét okolo 90 %.

Grafické znazornéni soubézného individudlniho
i bazénového stanoveni Staph. aureus a Str. agalactiae
ve formé XY soufadnicového grafu uvadi obr. 1. resp.
obr. 2. Vzhledem k tomu, Z¢ pomérn¢ cetné vysledky
o souradnicich 0.0 splyvaji. jsou pfipojeny jesté histo-
gramy Cetnosti vyskytu uvedenych patogen jak v ba-

1. Vysledky kvalitauvniho hodnoceni metody — The results of qualitative evaluation of the method

Staphylococcus aureus Streptococcus agaluctiae
Parametr’ )
TP =97 TN=10 FP=S5 FN=5§ TP=063 TN=44 FP=4 FN=06
Se 95,1 % 91.3 %
Sp 66.7 % 91.7 %
rp 95,1 % 94,0 %
Pn 66,7 % 88.0 %

Legenda - Legend:

Se = selektivita - selectivity

Sp - specifita - specificity

Pp  — schopnost pozitivni predikce — positive prediction capacity
Pn - schopnost negativni predikce - negative prediction capacity

pocty — counts:

TP - skutecné pozitivnich vysledki — actually positive results
TN - skute¢né negativnich vysledko - actually negative results
FP - fale3n¢ pozitivnich vysledka - falsely positive results
FN - faleiné negativnich vysledki - falsely negative results
[purumch:r
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r=0.733; n=107
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1. Soufadnicovy graf vztahu stanoveni Staph. aureus v bazénech a
v individudlnich vzorcich mléka — Coordinate graph of the relation
showing Staph. aureus detection in bulk milk and in individual milk
samples

r=0.842 , n=107
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2. Soufadnicovy graf vztahu stanoveni Str. agalactiae v bazénech a
v individuilnich vzorcich mlcka
showing St agalacniae detection in bulk milk and in individual milk

Coordinate graph of the relation

samples

pocet‘ 3 Rozdéleni vyskytu hodnot obsahu hlavnich pa-
50 togenu v bazénovych vzorcich mléka — Distribu
tion of frequency of the values showing the counts
M of major pathogens in bulk milk samples
40 l .
count, “group
S. aureus
30 |
D Sagalactiae
20 A B
10
M
_mELdLl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 skupina®
skupina’ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
CFU/ml 0 10-60 70-160 170-300 310-500 510-700 T10-1 000 [ 1 010-1 600 > 1610

zénech (obr. 3), tak v individudlnich vzorcich (obr. 4).
Je ziejmé, Ze rozdéleni vyskytu patogent jak v indivi-
dudlnich, tak v bazénovych vzorcich nemd normalni
charakter (P < 0,01) a blizi se spiSe Poissonovu rozdé-
leni, shoda s timto typem rozdéleni viak nebyla proka-
zana. Obdobné vysledky mnohem SirS§iho souboru ba-
zénovych vzorka u Staph. aureus jsme obdrzeli v nasi
predchozi praci (Benda a Vyletélova, 1995).
Vzhledem k absenci normality byl jako uvodni test
proveden vypocet Spearmanova koeficientu poradové
korelace. Vysledky jsou uvedeny v tab. II a dosahuji
vysoce vyznamnych hodnot jak pro Staph. aurcus (rg
= 0,823), tak pro Str. agalactiae (r¢ = 0,900).

Pro popis zavislosti frekvence vyskytu patogenu
v individudlnich vzorcich na poctu CFU patogenu
v bazénech byly detailné ovéreny ctyfi modely. Vy-
sledky ovéfeni modelu jsou uvedeny v tab. II. Nejlep
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Sim (hodnoceno pomoci korelacniho koeficientu a su-
my rezidudlnich ¢tverct) se jevi model (4), pouZivajici
iraciondlni funkct (,poloZenou™ parabolu). Pro tento
model byly ze ziskanych dat stanoveny intervaly spo-
lehlivosti okolo kiivky. Vzhledem k tomu. 7e rozptyl
redlnych hodnot okolo teoretické kiivky vykazoval za-
vislost na hodnoté x. byly odhady spolehlivosti vypoc-
teny pro 10 intervala na ose X a spojeny empirickou
funkci. Hranice spolehlivosti jsou pak urceny funkcemi
pro kladnou odchylku

Vi =v+a +ieNe+ k) (5)
a analogicky pro zipornou odchylku
Vi=v-—ap - iepNa+ k) (6)

kde v je hodnota ziskana ze vziahu (4). a; znaci po-
sunuti na ose Y, Ky posunuti na ose¢ X, ¢ je parametr
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pocet!

4. Rozdéleni vyskytu hodnot prevalence hlavnich

45 A patogent ve sledovanych stadech — Distribution of
= frequency of the values showing the prevalence of
40 major pathogens in examined herds
351 'count. group’
30
25 §. aureus
20 4 [:l S.agalacnae
151
101
5 4
i
] 2 3 4 5 6 7 8 9 skupna
skupina | 2 3 4 5 6 7 8 9
% 0 > 0-3 > 3-8 > 8-15 > 15-25 > 25-35 > 35-45 > 45-60 > 60

iraciondlni slozky funkce, vymezujici plochu s 90%
pravdépodobnosti vyskytu y v zdvislosti na x a i, znaci
tabulkovy index — pomér mezi tabulkovou hodnotou
u(0/2) normélniho rozdéleni pro P = 90 % a hodnotou
u(o/2) pozadované presnosti. Hodnoty a,. ¢, k; jsou
pro jednotlivé mikroorganismy uvedeny v tab. II.

Vysledkem je tedy funkce predikujici ve staji fre-
kvenci vyskytu infikovanych dojnic z naméfenych hod-
not CFU sledovanych patogeni v bazénovém vzorku
mlcka:

y=u+bx+cVx+k tay +icNx+k (7)

Je pouzitelna v poradenskych systémech, které maji
integrovino pravidelné bazénové vySetfovini vzorki
mléka na pfitomnost hlavnich patogena. Grafické vy-

jadreni uvedené funkce je pro Staph. aureus znazorne-
no na obr. 5, pro Str. agalactiae na obr. 7. Velmi du-
lezitou oblast okolo pocitku (0 az 100 CFU/ml) pak
uvadéji obr. 6, resp. obr. 8. Pro jednoduchou orientaci
pak muze slouzit tab. III, ktera je vysledkem aplikace
funkce (7). Predikéni funkce byla zpétné ovéiena na
puvodnich datech. Celkova frekvence hodnot. lezicich
mimo hranici spolehlivosti 90 %, pak cinila 7,48 % pro
Staph. aureus a 6,54 % pro Str. agalactiae (tab. IV).

Vysledky ovéfeni piipadné kontaminace bazénove-
ho vzorku mléka sledovanymi mikroorganismy kfizo-
vou kontaminaci proplachovych vod uvadi tab. V. Je
ziejmé, ze proplachové vody ani kontaminované dojici
zafizeni se na zvy$eni poCtu patogen v bazénovém
vzorku prakticky nepodili.

1. Vysledky ovéfeni regresnich modeli - The results of testing regression models

Staphylococcus aureus - funkce? Streptococcus agalactiae — funkce

Parametr! linedrni’ lincdrni,, logaritmicka® | iracionalni® linedrni linedrni logaritmicka iraciondlni
a 7.809 0 0.1220 -16.53 55744 0 0,2329 -15,1
b 0.04971 0.0668 0.5268 -0.01503 0,0144 0,016 0.4637 -0.00997
¢ - 2.6101 - ~ ~ 1.898
k = - I 43 - - I 68
a, = - , 34 . = = 1.6
8] - - - 0.0194 - - - 0,01201
k - - - 54.1 - - - 51
r 0,66644 0,5735 0,68235 0,73318 0,68144 0,6012 0,79283 0,84160
r, 0.82333 0.90044

Legenda ~ Legend:

a az k; - parametry regresnich funkei (1) az (7) - parameters of regression functions

r — korelaéni koeficient (index korelace)
re
S

1 2 < Bes 4 . 5. "
parameter, “function, “lincar, “logarithmic. “irrational
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5. Predikéni kiivka prevalence Staph. aureus ve stidech s oblastmi
spolehlivosti (celkovy pohled) — Prediction curve of Staph. aureus
prevalence in herds, with confidence regions (general view)
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7. Predikéni kiivka prevalence Str. agalactiae ve stadech s oblastmi
spolehlivosti (celkovy pohled) — Prediction curve of Str. agalactiae
prevalence in herds, with confidence regions (general view)

'prevnlencc. “bulk milk

DISKUSE

V nasi praci jsme se vénovali vlivu vyskytu IMI
zpUsobenych hlavnimi patogeny ve stadé na mikrobio-
logicky obraz bazénového vzorku mléka. PfestoZe vy-
sledky jsou pomérné uspokojivé, je nutno predeslat, ze
jsou zatizeny mnoZstvim chyb, jejichz eliminace je ne-
redlnd, zv1asté pak v podminkéch predpokladanych ru-
tinnich analyz. Bazénovy vzorek nezahrnuje jednak
dojnice s nestandardnim mlékem, jednak zaprahlé doj-
nice. Dale je nutné mit na zieteli, Ze pocet bakterii
z IMI v mléce ma svou dynamiku, kdy pocet mikroor-
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6. Predikcni kiivka prevalence Staph. aureus ve stadech s oblastmi
spolehlivosu (oblast 0 az 100 CFU/ml) - Prediction curve of Staph
aureus prevalence in herds, with confidence regions (region 0 to 100
CFU/ml)
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8. Predikeni kiivka prevalence St agalactiae ve stidech s oblastmi
spolehlivosti (oblast 0 az 100 CFU/ml) - Prediction curve of Sn
agalactiae prevalence in herds, with confidence regions (region 0 to
100 CFU/ml)

l|'1rc\'alu.‘ncc, “bulk milk

ganisma v mléce jednotlivych dojnic se maze béhem
nékolika dni ménit az o nékolik fada (Griffin aj.,
1987). Proto se také da predpokladat vétsi variabilita
vysledka u menSich staji.

Nepotvrdilo se vSak, 7¢ dojici zafizeni (ve smyslu
pfimého zdroje kontaminace) by mohlo mit vétsi vliv
na vysledny obsah sledovanych patogenu v bazénu, coz
koresponduje i s poznatky. ze primarnim zdrojem uve-
denych patogent je mlécna Zlaza a povrch téla dojnic
(Roberson aj. 1994).
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111, Predikéni tabulka metody; hodnota x znaci obsah dancho mikroorganismu v bazénu (CFU/ml). hodnota v pak predikei prevalence ve
stidé — Prediction table of the method; value v shows the content of a given microorganism in bulk milk (CFU/ml), value y prevalence

prediction for a herd

Hedisais : Staphylococcus aurcus .S‘Ireplm'.m'rns agalactiae
odhad- y hranice spolehlivosti® (90 %) odhad y hranice spolehlivosti (90 %)

0 0 0 3 0 0 1.6
10 57 0 3 | 0 4.5
50 73 0 17.7 4.6 0.1 10.4
100 12,6 2 26 719 1.8 15,7
200 20,5 5.7 38.4 13,4 4.8 237

300 26,7 8.5 47.8 17,8 T2 30
500 36,2 12,7 62,6 24,6 10,9 39.9
700 43,5 I5.8 74.2 30 13.8 47.8
1000 52,1 19 88.3 36.4 17.1 57.4
1500 62,9 223 100 44.6 20.9 69.9

1 B X :
value. “estimate, “confidence limit

IV. Vypis viech falesné pozitivnich a negativnich vysledku: jsou
zvyraznény 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

V. Analyzy souvisejicich vzorka proplachovych vod a mi¢ka: hod-
noty jsou aritmetickymi praméry opakovanych méfeni —~Analyses of
related samples of rinsing water and milk; the values are arithmetic
means of repeated measurements

1 2
prevalence, “bulk milk

Pro sledovéni kvalitativnich ukazateli metodiky od-
hadu prevalence patogent na zakladé bazénovych vzor-
ku mléka je ziejmé, Ze (podobné jako u kvantitativniho
hodnoceni) vysledky ziskané pro Str. agalactiae jsou
vyrazné lep8i. Nutno ale poznamenat, Ze horsi vysledky
specifity a schopnosti negativni predikce u stafylokoku
Jsou také ovlivnény malym poctem stid bez ndlezu
Staph. aureus. Maly podil stad bez vyskytu stafylokoku
(6,8 %, podobné jako naSich 9,3 %) uvadéji také
Wilson a Richards (1980). NaSe vysledky jsou
viak pozitivné ovlivnény systémem vybéru, nchot sti-
da sledovand v ramci poradenstvi patii vétSinou
k problémovym. V objektivnim zhodnoceni celé oblas-
ti (Benda a Vyletélova, 1995) jsme u 30 %
vzorkt nalezli pro Staph. aureus méné nez 10 CFU/ml
v bazénu. Podobné vysledky uvadéji také Bartlett
aj. (1991), kdy Staph. aurcus detekovali v 69 % bazé-
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Staphylococeus aureus Streptococcus agalactiae Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
prc\‘ulcnccl bazén? prevalence bazén Std) (CREY/mb (CEUfml)
(%) (CFU/ml) (%) (CFU/ml) pmplnchlm‘é miéko? proplachova miéko
0.00 90 0.00 210 = Yoda ¥ous
0.00 70 0.00 10 : : A7 L Y
0.00 10 0,00 10 2 0 281 0 0
0.00 10 0.00 10 : i S0 0 Y
0,00 10 100 0 i " 50 Y asY
1.02 ) 1.04 0 3 0 172 a 573
247 0 1:23 0 Irin.\.'ing water. “milk
333 0 1.54 0
5,00 0 2,70 0
5.50 0 10,78 0 novych vzorka mléka. zatimco Erskine aj. (1987)

a Sischo aj. (1993) udavaji 44, resp. 45 %. Podstat-
né se viak lisi naSe vysledky kvantitativnich ukazatelt
od udaja jinych autoru. Citlivost detekee Str. agalacti-
ae ve stade na zakladé bazénového vzorku na rozdil od
91 % v nafem sledoviani (tab. 1) udavaji Postle aj.
(1968) 84 % a Godkin a Leslie (1990) dokonce
pouhych 20 %. Také citlivost metody pro Staph. aure-
us (v nasem sledovani 95 %) uvadéji Bartlett aj.
(1991)41 % a Godkin a Leslie (1990) jen 6 %.
Postle aj. (1968) stanovili minimalni detekovatelnou
stijovou prevalenci Str. agalactiae v bazénovém vzor-
ku na 5 %, zatimco naSe vysledky stanovuji hodnotu
okolo 2 %. Podle nascho nizoru spocivi podstata prob-
lému v metodice stanoveni. Napiiklad pro Str. agalac-
tiae je nutné pouZiti selektivniho média s vyuzitim he-
molytickych interakei (Skalka a Smola, 1979a;
Benda a Vyletélova, 1997b). Na Edwardsové
médiu ¢1 TK/FC médiu (Sischo aj., 1993) jsou oje-
din¢l¢ kolonie Str. agalactiae velmi snadno prehlédnu-
telné. zvlasté pri vyssi kontaminaci enterokoky. Z obr. 4
je zieymé, ze asi 30 % vzorki pozitivnich pro Str. aga-
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lactiae obsahuje do 100 CFU/ml a 22 % vzorka do 60
CFU/ml, coz je pouhych Sest kolonii. Také pro stano-
veni Staph. aureus je nutné pouZziti selektivnich pud.
PFi pouziti Baird-Parker média lze ocekavat zvySeni
zachytnosti jesté zhruba 0 20 az 30 % (Benda a Vy-
letélova, 1997a).

V nasem sledovéni funkce, popisujici prabéh zavis-
losti prevalence Staph. aureus a Str. agalactiae ve stiji
na koncentraci sledovanych patogent v bazénovém
vzorku mléka, nemély linedrni charakter (pro zjedno-
duseni, vzhledem k predpokladanému uziti, uvadime
zavislost prevalence na bazénech, ackoli jsme si védo-
mi, Ze pii¢inny vztah je pochopitelné opacny). Z tab. 11
je zfejmé, Ze linedarni model (1) neni pfili§ vhodny.
Nepfijatelné je zvIasté znacné posunuti na ose Y, zand-
Sejici do odhadu y zbytecnou chybu. Pokud pro korekci
posunuti pouzijeme model s pevné zvolenym pocitkem
(2), dochdzi ke znaénému sniZeni korelace. Mnohem
lepsi vysledky davaji nelinearni modely, pficemZ sta-
tisticky nejsou odlisné (P > 0,1) Cobb-Douglasova
funkce (3) a model, pouZivajici iraciondlni k¥ivku (4).
Presto jsme zvolili model (4), nebot v obou pripadech
daval nejlepsi vysledky. Za pozornost stoji fakt. ze oba
sledované mikroorganismy vykazovaly pfiblizné stejny
tvar predikéni kiivky: pouze u Str. agalactiae jsou pa-
rametry b a ¢ (tab. II) mensi, tedy kfivka je plossi. To
by svédéilo o vyssi koncentraci Str. agalactiae v mlécee
infikovanych dojnic nez v piipadé stafylokoki. Pro ne-
linearitu zavislosti v8ak uspokojivou hypotézu nejsme
schopni navrhnout: model (4) viak mnohem Iépe
(v obou pfipadech P < 0.01) nez linearni modely popi
suje naméfené udaje.

Ze ziskanych kiivek (obr. 5 az 8) je tedy mozné
odhadovat prevalenci hlavnich patogent ve sledova-
ném stadé. Je také mozno odhadovat pravdépodobnost
chyb: z obr. 6, resp. 8 lze jako pruseciky kiivek o 90%
spolehlivosti s osami vymezit jednak oblast rizika fa-
lesné pozitivnich vysledka (do 50 CFU/ml) a dile ob-
last snizené citlivosti (rizika faleSné negativnich vy-
sledkt) do 3 % u stafylokoki a do 2 % u streptokoku.
V tab. IV jsou uvedeny viechny pfipady zminovanych
chyb. Zvyraznéné jsou chyby, leZici jiz mimo hranice
spolehlivosti metody. ZvIasté u Str. agalactiae bychom
viak hrani¢ni hodnoty chyb pficitali spiSe pochybeni
v laboratofi nez selhani metodiky.

ZAVER

V nasi prici pouzivame kvantitativni analyzu hlav-
nich patogenu v bazénovych vzorcich mléka jako do-
plitkovou informaci pfi sledovani zdravotniho stavu
stad jiz delSi dobu. Vytvoreni exaktnich predikcnich
rovnic (pfi védomi viech nevyhnutelnych zkresleni)
nyni zpfesiiuje tuto metodu; pravidelnym sledovanim
jednotlivych stdji jsme pak schopni eliminovat vétSinu
zminénych zdroji chyb. Vedle obrazu celkového zdra-
votniho stavu mlécnych zlaz, ktery podava bazénovy
PSB. tak ziskava poradensky servis dalsi vyznamn¢ in-
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formace pouze na zdklade bazénového vzorku, a tedy
velmi jednoduchym a levnym zpusobem.
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BIOCHEMISTRY

BIOCHEMIE
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Predkladana ucebnice biochemie je souborem poz-
natkd z biochemie a je ¢lenéna do péti zakladnich casti.
Piedstavuje uceleny soubor poznatki z biochemie
a molekularni biologie. Jednotlivé kapitoly jsou dopl-
nény novymi poznatky, které byly publikovany v uply-
nulych péti letech. Kniha je doplnéna radou barevnych
tabuli, fotografii, elektronmikroskopickych snimki.
schémat chemickych vzorct a metabolickych drah.

Prvni ¢ast je vénovana tvodnim a zdkladnim infor-
macim. Jsou zde uvedeny zdkladni Zivotni funkce pro-
karyotickych a eukaryotickych bunék. Je také vzpome-
nuto na vznik Zivota a fylogenezi organismu. Voda je
nezbytnou souddsti zivych systému, a tak je ji vénovi-
na celd samostatna kapitola. Nékteré fyzikalni zakoni-
tosti popisuje tieti kapitola.

Druha ¢ast knihy se zabyva biomolekulami. Prvni
kapitola této &asti je nazvdana aminokyseliny. Je uveden
vycet jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti. véet-
né kovaletnich struktur a standardnich aminokysclin
v proteinech. Navazujici problematikou je technika pu-
rifikace proteint, kovalentni struktura proteint, trojroz-
meérna struktura proteind, vyssi struktury proteinua a jejich
strukturdlni vyvoj. V samostatné kapitole jsou popsany
funkce hemoglobulinu, véetné jeho patologickych mutaci.
Dal3i kapitola se vénuje sacharidim a polysacharidum.
Popisuje jednotlivé monosacharidy a tvorbu vzorci.
Pozornost je vénovana fyziologickym a biochemickym
vlastnostem polysacharidd (kyselina hyaluronova.
chondroitin sulfat, glukosaminy).

Lipidy a membrany predstavuji dalii samostatnou
kapitolu. Po seznameni s klasifikaci a nazvoslovim se
¢tenaf dozvi o vlastnostech lipida. Nasleduje popis je-
jich vazby s proteiny a sacharidy ve fluidnim modelu
membran. Neni opomenuta vazba lipida na bilkovinné
nosice, jejich metabolismus a vliv na atersklerozu.

Treti ¢ast je vénovdana mechanismim enzymovych
reakci. Po dvodu do enzymologie jsou prezentoviny
vypocly v enzymovych reakcich a enzymové katalyze.

Cuvrtd ¢ast je vénovana metabolismu. Vstupem do
této problematiky je tivod do metabolickych procesu.
Prvnim popsanym jevem je glykolyza a metabolismus
glykogenu. Transport litek pfes membrany je popsan
v dalsi kapitole. Nasleduje cyklus kyseliny citronové,
clektronovy transport a oxidativni fosforylace, fotosyn-
téza, metabolismus aminokyselin, nukleovych kyselin
a metabolismus tukd. V. metabolismu sacharida jsou
uvedeny také ostatni alternativni drahy. V dalsi kapito-
le je energeticky metabolismus popisovan ve vztahu
k jednotlivym organim (mozek, sval, tukova tkan, ja-
tra) a k metabolickym adaptacim (hladovéni. Diabetes
mellitus).

Pata cast je vénovina expresi a pienosu genetické in-
formace. V 1dvodu jsou uvedeny zakladni poznatky
2 mendelovské genetiky, genetiky bakterii a virt. Dalsi
kapitola popisuje stavbu a strukturu nukleovych kyselin
a zakladni metody molekularni biologie, véetné restrikéni
analyzy, sekvencovini, molekuliariho klonovani. geno-
movych knthoven. PCR a genomovych terapii.

Klasické jsou popisy transkripce, translace. DNA re-
plikace, reparace a rekombinace. Zajimavou kapitolu
piedstavuji viry. Autofi se vénovali nékterym predsta-
vitelim téchto organismu (virus mozaiky tabiku, né-
kterym sférickym viram. bakteriofag A. viru chfipky.
viroidam, priontim). Nasleduje eukaryoticka exprese.
Vyznamnou kapitolou je molekuldrni fyziologie. Je zde
popsan mechanismus sraZeni Krve, imunitni systém, po-
hybové systémy (svaly, cilie, flagely). hormony a neu-
rotrasmitery.

Na konci kazdé kapitoly je uveden souhrn zaklad-
nich poznatkli a seznam pouzité literatury. Samoziej-
mosti jsou kontrolni otizky.

Knihu je mozné doporucit vSem, ktefi se zabyvaji
biochemii, molekularni biologii a fyziologii. Je vsak
potiebné piipomenout, Ze tato kniha je vyrazné levnéjsi,
nez jeji cesky preklad z roku 1995, Uccbnice se da
zakoupit asi za 1 160 K¢.

René Kizek

Ustav chemie a btochemie, Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita, Brno
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REVIEW ARTICLE PREHLED

MOLECULAR GENETICS METHODS IN IDENTIFICATION AND
DIFFERENTIATION OF BACTERIAL STRAINS AND SPECIES

VYUZITI METOD MOLEKULARNI GENETIKY PRI IDENTIFIKACI
A DIFERENCIACI BAKTERIALNICH DRUHU A KMENU

I. Rychlik, 1. Pavlik
Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

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 poslednich nékolika letech jsme svédky velkého zijmu o diferenciaci a typizaci bakterii metodami moleku-
larni biologic. Cilem predkladané prace je proto seznamit odbornou verejnost s metodami a vyuzitim DNA typizaci pfi
diferenciaci Zivych organismi. Do piehledu byly vybriny metody standardniho DNA fingerprintingu, analyzy plazmidovych
profili. RAPD PCR a primého sekvenovini vybranych ¢asti genomu. U kazdé metody je struéné vysvétlen princip a nazna-
ceny moznosti pouziti s poukazem na jeji vyhody a nevyhody. Jednotlivé metody jsou vzdy doplnény o konkrétni priklady
vyuZiti.

DNA fingerprinting; restrikéni endonukledaza; sonda; genom; plazmidovy profil; RAPD PCR; piimé sekvenovini

Seznam pouzitych zkratek: DNA - deoxyribonukleova kyselina; RNA — ribonukleova kyselina; rRNA - ribo-
zomalni RNA: RAPD PCR - random amplified polymorphic DNA PCR: PCR - polymerase chain reaction;
polymerazova fetézcova reakce; REA — restrikéné endonukleazova analyza; PAGE — polyacrylamid gel electrop-
horesis; bp — base pair, par bazi; kb — 1 kb = 1000 bp, kilobaze; IS — insertion sequence, inzercni sekvence.
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UvVoD

Od pocatku 70. let v souvislosti s objevem enzymu
atakujicich a modifikujicich nukleové kyseliny doslo
k nebyvalému rozmachu molekuldrni biologic. Dusled-
ky tohoto poznani dnes ovliviji zpasob prace praktic-
ky ve vSech oborech zabyvajicich se studiem zivych
organismu. Jednou z aplikaci je vyuZiti poznatki mo-
lekularni biologie pfi diferenciaci a typizaci zivych or-
ganismu. Prednosti téchto postuptl je porovnani orga-
nismi na zdkladé¢ genctické informace a nikoli
prostiednictvim fenotypového projevu, na kterém jsou
zalozeny témer viechny doposud vyuzZivané metody s¢-
rotypizace, fagotypizace, rezistence k antibiotikiim
a dal$i (Kuhn aj, 1991; Katouli aj., 1992a, b,
1993; Stubbs aj., 1994; Wegener aj., 1994).

Uplatnéni typizace a diferenciace metodami mole-
kularni biologie je velmi Siroké. V soucasné dobé jsou
vyuzivany v epidemiologii. pri studiu evoluce zivych
organismu, v humanni genetice pri feSeni paternitnich
sport atd. (Nishimi, 1992; McCabe. 1992).
Znacna pozornost je rovnéz vénovana vyuziti analyz
DNA jako stézejnich dukazl v soudnich sporech (De -
corte a Cassiman, 1993). V odborné literature
je mozno najit mnoho piehlednych praci o vyuziti ana-
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lyzy DNA pii typizaci organisma (Epplen, 1992;
Brdi¢ka a Nurnberg, 1993). Cilem nasi price
pak neni opakovani znamych skutecnosti. ale radi by-
chom nespecializovanému Ceskému Ctendii poskytli za-
kladni informace o vyuziti a metodickych postupech
zaméfenych, vzhledem k nasim zkuSenostem. zejména
na diferenciaci bakterii.

2. METODY POUZIVANE PRI ANALYZE DNA

Pii charakterizaci zivych organizmi analyzou jejich
DNA je mozno vyclenit Ctyii hlavni. metodicky odlisné
sméry:

- standardni DNA [fingerprinting zaloZeny na Stépeni
DNA restrikénimi endonukleazami (REA) a hybri-
dizaci s vhodné zvolenou sondou

— analyza plazmidovych profilu

- RAPD PCR (Random Amplified Polymorphic DNA
Polymerase Chain Reaction)

— primé sekvenovini vybranych useka genomu zivych
organismu
V tab. I je uvedena vhodnost pouziti jednotlivych me-

tod u prokaryot (organismy bez jadra — zejmena bakterie),

cukaryot (prvoci a viechny vyv&Si organismy) a u vird.
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1. Nejcastejsi pouzivané metody DNA analyz

The most frequently used techniques of DNA analyses

Pouziti metoda' Procaryota Eucaryota Viry"
REA - restrikéni endonukleizova analyza’ + - +
Standardni DNA fingerprinting + + -
Analyza plazmidovych profilu* + - -
RAPD PCR + + =
Piimé sekvenovani® . = +

Vysvéthivky — Explanatory notes:
+ vhodn¢ - convenient
+/— omezené vyuzitelné — limited application

- nevhodné nebo se nepouziva = inconvement or not used

1 i 2 2 3 i ! {3 3
technique. “restriction endonuclease analysis. “standard DNA fingerprinung. ‘plasnnd profile analysis. “direct sequencing. “viruses

2.1. DNA fingerprinting

Podobné jako pomoci otiskt prstd mazeme identifiko-
vat jedince lidské populace, je mozné najit rozdily mezi
zivymi organismy i na urovni nukleovych kyselin. Proto
Je tohoto pojmu pienesené uZiviano pii identifikaci libo-
volnych zivych organismu analyzou jejich DNA.

Pojem DNA fingerprinting je riznymi autory pou?
van v raznych souvislostech. V nasi praci se priklan
me spiSe k jeho SirSimu vyznamu. kdy je mozné meto-
dy DNA fingerprintingu rozdélit do i skupin.

Klicovymi enzymy pouzivanymi pit metodach DNA
fingerprintingu jsou restrikéni endonukledazy (Na-
thans and Smith. 1975). Tyto enzymy jsou schop-
ny Stépit DNA jen na mistech o urcité sekvenci. DElka
(¢to cilové (recognition) sekvence se nejcastéji pohybu-
je od 4 do 8 bp. Napiiklad Hae 11 Stépi DNA pouze
v misté o sekvenci 5° CCGG 3°, Eco RI rozponava a Si¢-
pi sekvenci S'TGAATTC 3" a Not | Stepi uvniti sekven-
ce 5T GCGGCCGCL 3°. Je ziejmé. Ze ¢im delsi je cilova
sckvence, tim méné Castéji se tato sekvence na DNA
vyskytne. Tim vétsi jsou vzdalenosti mezi jednothivymi
sekvencemi a tim vEétsi jsou i vysledné velikosti jednot-
livych DNA fragment vzniklych po Stépeni.

2.1.1. Pfimé porovnini struktury genomu

Pfim¢ porovnani struktury genomu je mozné pouZit
jen u nékterych skupin mikroorganizmu. jejichz genom
Je slozen z nékolika rizné velkych fragmenta nukleo-
vych kyselin. Jsou jimi napf. rotaviry. kter¢ obsahuji
12 segmenti dvouietézcové RNA o odlisn¢ velikosti,
mykoplazmata s razné velkymi chromozomy. nebo
kvasinky se 3 az 12 chromozomy. Tyto chromozomy.
resp. fragmenty DNA, je mozné od scbe elektroforetic-
ky oddélit a nasledné po obarveni detekovat rozdilnou
délku fragmentt nukleovych kyselin (Yarovoy aj.
1991).

2.1.2. Restrikéni analyza genomu (REA)

REA je vyuzivina u virt a bakterii. Princip spocivi

v nastépeni DNA porovndvanych organismu restrikéni-
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mi endonukledzami, clektroforetické separaci a pfimé
vizualizact a analyze vzniklych restrikénich fragmenta.

Jednotlivé restrikéni endonukledzy jsou charak-
teristické délkou své cilové sekvence, Ktera se pohybu-
je od 4 bp do 8 bp. Pii metodé REA je tedy mozné
pouzit kombinaci raznych typt restrikénich endonu-
kledaz dle délky jepich cilové sekvence (4 bp, 6 bp nebo
8 bp) s raznym usporadanim elektroforeticke separace.
V tab. II je uvedena vhodnost kombinace obou prvku
pii studiu bakteridlniho genomu.

11 Kombinace raznych typu restrikenich endonukledz a typu clek-
troforézy u bakterii pii metodé REA — Combinations of various types
in bacteria

of restrictive endonucleases and types of electrophoresi
using REA technique

1 Typ restrikéni

Typ clektroforézy yo R
: - endonukledzy

4 bp T 6 bp 8 bp
V polyakrylamidovém gelu (PAGE)* +1- [ -
V 0.8% agarozovem gelu® + +/- +/-
Pulsni clektrotoréza ™ + +

Vysvéthivky - Explanatory notes:
+  vhodné — convenient
+/- omezené vyuzitelné - limited application
- nevhodne nebo se nepouziva — inconvenient or not used
“ vhodné k separaci velkych fragmentu nukleovych kyselin
(50 kb az 2 Mb) — suitable to separation of large fragments of
nucleie acids (50 kb to 2 Mb)
Il)pc of electrophoresis, %in polyacrylamide gel (PAGE), Yin 0.8%
agarose gel, "pulw field electrophoresis ‘l)‘p of restriction endonu-

clease

A. Vyuziti restrikénich endonukledz s cilovou sekvenci 4 bp

Restrikeni endonukledzy s cilovou sckvenci 4 bp se
pouzivaji zejména v kombinaci se standardni elektrofo-
rézou v agar6zovém gelu. Piestoze byva ncodliSena
velka cast fragmentd o nizké molekulové hmotnosti, je
mozné pomoci omezené¢ho poctu kvalitné rozdélenych
fragmentu v oblasti vysSich molekulovych hmotnosti
(5 kb az 15 kb) snadno srovnat jednotlivé organismy
(Wilson aj.. 1992).



B. VyuZiti restrik¢nich endonukledz s cilovou sekvener 6 bp

Stépeni restrikénimi endonukledazami s cilovou sek-
venci dlohou 6 bp byva nejcasteji kombinoviano s elek-
troforézou ve standardnim agar6zovém gelu. Piestoze
jsou vysledky pomérné obtizné hodnotitelné, je této
aplikace vyuzivano pii epidemiologickém pruzkumu
(Helmuth von aj, 1990: Rychlik aj.. 1993).
Napiiklad Ramos a Harlander (1990) uspésné
porovnali kmeny Lactococcus sp. a Streptococcus sp.
pii kvasnych procesech v mlékdarenském pramysiu.
Metodou REA rozlisili jednotlivé produkéni kmeny
a stanovili jejich vzajemny pomér pred a po kvasném
procesu. Tim bylo mozné kontrolovat, pfipadné odha-
dovat nejvhodnéjsi pomér produkénich kment k opti-
malnimu pribéhu kvaSeni. Mencarcelli aj). (1993)
metodou REA detekovali pri sérii vySetfeni (i1 rizné
DNA typy kment sérotypu B druhu Haemophillus in-
fluenzae.

PFi srovnani vySe uvedencho postupu (restrikéni en-
donukleazy s cilovou sekvenci 6 bp a standardni elek-
troforéza) a postupu s pulsni elektroforézou byly dosa-
zeny srovnatelné vysledky jak z hlediska rozliSovaci
schopnosti, tak 1 z hlediska rozlozeni jednotlivych
skupin kment podle raznych DNA typu (Hacrtl
a Bandlow, 1993).

Pro snadng&j&i hodnoceni slozitych DNA profila
Bjorvatn aj. (1994) vyuzili 6 bp restrik¢nich endo-
nukledz s naslednou clektroforézou v polyakrylamido-
vém gelu (PAGE). Vzhledem k tomu, Ze do polyakryl-
amidového gelu mohou vputovat jen relativné necetné
fragmenty o nizk¢ molekulové hmotnosti (do 1 kb). je
vysledné spektrum REA relativné dobie citelné (T v e -
ten aj., 1991; Dasi aj., 1992).

C. Vyuziti restrikénich endonukledz s cilovou sekvenci 8 bp
— makrorestrikéni analyza

Vyuziti restrikénich endonukleaz s cilovou sckvenci
dlouhou 8 bp (napf. Not 1. Sfi 1 nebo Pac ) bylo umoz-
néno zdokonalenim pulsni elektroforézy, ktera dokona-
le rozdéli fragmenty o vysoké molekulové hmotnosti.
V nékterych pripadech, pokud genom studovancho or-
ganismu $tépi jen na velmi malém poctu mist (.rare
cutters™), je mozné pouzit i restrikéni endonukledzy
s 6bp cilovou sekvenci (napi. Xba 1. Bam HI nebo
Dral). Prevost aj. (1992) uvadéji. 7e makrores
trikéni analyza ma dokonce vyssi rozliSovaci schopnost
nez ribotypizace u druhu Staphylococcus sp.

Prestoze je makrorestrikéni analyza vyuzitelna pou-
ze pri studiu genomu bakterii, nabyva v posledni dob¢
na znaéném rozmachu, zejména diky moznosti vyne-
chani hybridizace (Corich aj.. 1991: Bohm
a Karch, 1992; Bautch, 1993; Powell aj.,
1994; Suzuki aj., 1995: Pantucek aj.. 1996).
Vyznamna je i moznost snimani elektroforetickych ge-
i s omezenym poctem fragmentd pomoci CCD kame-
ry nebo scanneru, jejich pocitacové zpracovani a archi-
vace.
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Publikovany byly prace bezprostiedniho vyuzit pii
prakazu pavodu infekee pii epidemiich v nemocnicich
(Tehiyama aj. 1991: Ot ap. 1991) neho pri Sir-
Sich epidemiologickych studiich (Lévy-Frebault
a).. 1989 Yan aj.. 1991). Pulsni elekuroforézy a . rare
cutters™ restrikénich endonukleiz je také vyuzivino pii
mapovani prokaryotického genomu (Amjad aj.
1990: Le Bourgeois aj. 1992; Liu a San-
derson, 1992).

2.1.3 Viastni DNA fingerprinting

Vlastni DNA fingerprinting je zalozen na izolaci
dostatecného mnozstvi DNA. Stépeni restrikénimi en-
donukledzami a hybridizaci s vhodnou sondou. Vysle-
dek je ovliviiovan kvalitou izolované DNA, vybérem
restrikénich endonukleaz a pouzitou sondou.

2.1.3.1. Kvalita DNA

Kvalita DNA je kritickym parametrem. ktery limi-
tuje moznosti vyuziti tohoto vysSetieni. Pro spolehlivé
vysledky je nutno ziskat neyméné 3 ug vysoce moleku-

larni DNA.

2.1.3.2. Restrikéni endonukleazy

Vybér restrikénich endonukledz do znacné miry zi-
lezi na volbe kazdého autora. Obeenc se vSak preferuji
restrikeéni endonukleazy s 4 bp cilovou sekvenci, 1 kdyz
v konkrétnich piipadech mohou byt vyuzity i restrikcni
endonukleazy s cilovymi sekvencemi o délee 6 bp. Re-
strikéni endonukledzy s delsi cilovou sekvenci je vhod-
ne pouzivat zejmena v piipadech. kdy urcitd restrikéni
endonukledza byla ovéfena nezivisle nékolika autory
a uziva se jako standard™. Pokud tento obeeny konsen-

zus neexistuje. jsou vyuzivany restrikéni endonukleazy
Stepici DNA studovaného organismu na co nejveétsi po-
cet restrikénich fragmenti. Uvedenou podminku spliu-

Ji nejcastegi restrikeni endonukledzy se 4 bp dlouhou

cilovou sekvenci (napi. Hinf 1, Hae 11, Alu 1. Sau 3A.
Msp 1 nebo Tag 1. V nékterych pripadech je doporu-
covano pouziti restrikénich endonukledz u nichz je ob-
sah GC bazi jejich cilové sekvence podobny obsahu
GC bazi v DNA studovaného organismu.

2.1.3.3. Sondy

Vhodnych a vyuzivanych sond pro DNA fingerprin-
ting je cela fada. NéKtere 2 nich maji SirSi vyuziti, jiné
J¢ mozné vyuzit jen pro omezeny pocet druhu. Hlavni
kritérium pro vybér sondy je optimilni pocet kopii ur-
citcho useku DNA reagujiciho se sondou v genomu
studovaného mikroorganismu (nejlépe 5 az 15 kopii).
Pred pouzitim musi byt DNA sonda radioaktivne nebo
neradioaktivné naznacena (Schildkraut, aj.. 1961
Wetmur., 1976, 1991). V soucasnosti se ustupuje od
radioaktivniho znaceni nuklecovych Kyselin, Kter¢ se na-
hrazuje neradioaktivnim. Pri neradioaktivnim znaceni
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se do molekuly nukleové kyseliny inkorporuje hapte-
nem znaceny nukleotid (nejcaste biotin. digoxigenin
nebo fluorescein). Hapten je pak prokazovin enzyma-
ticky naslednou kolorimetrickou nebo svételnou reaket.
V nékterych pripadech je na DNA sondu primo navi-
zana peroxidaza, kterd je pak standardnimi postupy de-
tekovana.

Obecené je mozné rozdélit sondy pouzivané k DNA
fingerprintingu na dva typy:

A. Sondy polynukleotidové (rekombinantni)

Polynukleotidové sondy jsou pripravoviany izolaci
a naklonovianim urcitého useku DNA do vhodného
vektoru (Jeffreys aj., 1985a, b, ¢: Wetmur,
1991 Pavlik aj. 1994, 1995). Do této skupiny je
mozné piifadit sondy polynukleotidové pripravené in
vitro amplifikaci nukleovych kyselin pomoci PCR
(Pelkonen aj. 1994: Pavlik aj. 1996). Sondy
pripravené pomoci PCR jsou piesné definoviny svymi
primery a mohou byt standardné pouzivany libovolny-
mi laboratofemi po celém svété. Po purifikaci mohou
byt neradioaktivné znaCeny a vyuzity v hybridizaci.
Tento systém se pIné osvédcuje pfi DNA fingerprintin-
gu Mycobacterium paratuberculosts, kdy je sonda
[SO00 pripravena PCR. pieciSténa a neradioaktivng
oznaCena pomoci peroxidazy. Priprava sondy véend
PCR trvi necelé ¢ty hodiny (Pavlik aj.. 1996).

Polynuklcotidove sondy je mozné dile voln¢ rozdé¢
lit do tii skupin:

a) Ribotypizace

V' gencetice prokaryot se urcitym standardem stalo
vyuziti sond komplementarnich ke genam pro rRNA,
tzv. ribotypizace (Martinetti a Altwegg.
1990; Pedersen aj., 1994; Grunecr aj., 1994).
U prokaryot se geny pro rRNA vyskytugi v zi
na druhu mikroorganismu v poctu do patnacti Kopii na
genom. Vysokd homologie v téchto genech 1 mezi
vzdilené pribuznymi bakterialnimi druhy a rody umoz-
fiuje pouziti jedné sondy u Siroké¢ho spektra bakterial-
nich druhti (Peillon aj., 1994). Této skutecnosti je
vyuzivano i pii studiu fylogeneze (Nastast aj., 1991:
De Muro aj., 1992: Izard aj., 1992: Scicux aj.
1992; Stanley aj.. 1992¢; Olsen aj.. 1994a).

islost

b) Polynukleotidové sondy virového piivodu

DNA né¢kterych virt obsahuje sekvence pouzitelné
jako sondy (Crawford aj, 1991). Nejznaméjsi
a nejcastéji vyuzivanou sondou tohoto typu je 15bp
sekvence vyskytujici se ve dvou kopiich v genomu fa-
gaMI3 (Weihe aj, 1990: Barysheva aj., 1991
Tassanakajon aj.. 1991). Prestoze jsou tyto virové
sekvence nejcastéji pouzivany pii DNA fingerprintingu
u cukaryot (Gatei aj.. 1991), mohou byt pouZzity
1 v genetice prokaryot (Abadijeva aj.. 1992: Mi-
teva aj., 1992).
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¢) Polynukleotidové sondy - IS sekvence

Z¢ sond vyuzitelnych jen u omezen¢ho mnozstvi
bakterialnich druht 1ze jmenovat fragment 1S900 vy-
uzitelny pii fingerprintingu Mycobacterium paratuber-
culosts (Paviik aj.. 1995) nebo fragment 1S200 po-
uzivany u Salmonella sp. (Gibert aj.. 1990;
Liebisch a Schwarz, 1996). Vyuzitim frag-
mentu I1S200 u salmonel se zabyva celda fada autoru
a jednotlive sérovary (Gibert aj.. 1990: Stanley
a).. 1992b, ¢. Pelkonen aj., 1994) byly testovany
[S200 fingerprintingem a srovnany s vysledky riboty-
pizace (Chowdry aj., 1993: Ezquerra aj., 1993;
Stanley aj.. 1994).

U ostatnich druht mikroorganismu byly testoviny
i jiné piisn¢ druhové specifické sondy. Jsou vyuzivany
jak pii studiu epidemiologie @ epizootologie, tak pii
prikazu puvodce. Jejich specifita totiz umoznuje detek-
¢i druhové specifické DNA ve vzorcich biologického
materidlu. Napfiklad Nath aj. (1992) se specifickou
sondou pro Gardnerella vaginalis poukazali na hetero-
genitu populace i u jednotlivyeh infikovanych pa-
cientek. Stanley aj. (1992a, d) typizovali terénni
kmeny Helicobacter pylori sc specifickou sondou.
V celedi Enterobacteriaceae je mozné pro DNA fin-
gerprinting vyuZit i nékterc repetitivni sckvence (Hul -
ton aj. 1991 Woods aj.. 1993) ncho inzeréni cle-
menty (Sharples a Llovd, 1990: Ramirez-
-Santos aj.. 1992).

B. Sondy oligonukleotidove (synteticky pripravene)

Sekvence oligonukleotidovyceh sond jsou odvozeny
od sond rekombinantnich (Rychlik a Bejcko-
via. 1994). Na zakladé repetitivnich sekvenci s jedno-
duchym motivem. napi. (GT), nebo (GTG),,. j¢ mozné
uméle nasyntetizovat kratké oligonukleotidy a ty pak
pouzit jako sondy. Jejich délka se nejcaste)i pohybuje
mezi 15 az 20 bazemi, napi. (GTG)s nebo (GT)g. Po
hybridizaci je lze snadno odstranit promytim a jedna
membrana muze byt opakované rehybridizovina s né-
kolika oligonukleotidovymi sondami po sobé. Jsou po-
uzitelné u viech druht organismu, od bakterii (Doll
a).. 1993 Rychlik a Bejckova, 1994; Rych-
lik aj.. 1994a). pres plisné (Meyer aj., 1991). kva-
sinky (Sullivan aj. 1993), rostliny (Tzuri aj.
1991: Vosman aj., 1992). ptiky (Lubjuhn aj.
1993; Rychlik aj., 1994b) az po clovéka (Zis-
chler aj.. 1989).

2.1.3.4. Priklady praktické¢ho vyuziti DNA
fingerprintingu

Nejveétdi pozornost pouta vyuziti DNA fingerprintin-
gu v humanni genetice. V [ékarstvi se tato technika po-
uzivia pri kontrole udspéSnosti transplantaci (Kun-
stmann aj., 1992), pii feseni pribuzenskych vztahu
(Jeffreys aj. 1985a). paternitnich spord (McCa-
be. 1992) nebo v kriminalistice pii objasnovini tres-
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tnych ¢int (Gill aj.. 1985). Jako zdroj DNA ve viech
téchto piipadech je mozno vyuzit jakékoli tkan¢ véetné
vlast, slin, krve nebo spermatu (McCabe. 1992).
Vyhodou téchto stanoveni je stabilita DNA ve zmraze-
ném nebo vyschlém materialu. Ur¢itym standardem
v humanni genetice jsou sondy 33.15 a 33.6 (Jeff-
reys aj., 1985b, ¢), pficemz v posledni dob¢ se zaci-
naji vyuzivat i syntetické oligonukleotidové sondy
(Zischler aj. 1989).

V genctice prokaryot je u ribotypizace popisovina
vetsi rozlisovaci schopnost nez u standardnich typizac-
nich metod, zejména fagotypizace. Napiiklad u rodu
Staphylococcus byva fagotypizace neicinnd u velkého
mnozstvi klinicky vyznamnych kmena (Preheim aj.
1991; Blumberg aj.. 1992; Pignatari aj.
1992). Adler-Mosca aj. (1991) prokazali pomoci
ribotypizace vznik spontanni rezistence ke kyseliné na-
lidixové, ciprofloxacinu a norfloxacinu v prabéhu léc-
by pacientl infikovanymi kmeny Campylobacter jejuni
a C. coli. Rezistentni a senzitivni kmeny byly totiz
shodného ribotypu. De Muro aj. (1992) potvrdili
ribotypizaci stavajici systém rozdéleni druhu Bacillus
sphaericus, piicemz od sebe odliSili kmeny pro hmyz
patogenni a nepatogenni.

V laboratofi pro diagnostiku paratuberkulozy ve Vy-
zkumném ustavu veterinarniho Iékafstvi v Brn¢ je
DNA fingerprintingu s restrikénimi endonukleizami
Pst 1 a Bst EIl vyuzivano k diferenciaci kment Myco-
bacterium paratuberculosis. NV Ceské republice jsou
systematicky vySetiovany kmeny M. paratuberculosis
izolované od roku 1988 (Pavlik aj.. 1994, 1995,
1996). Pii studiu molekuldrni epizootologie byla vySet-
fena DNA 336 kment M. paratuberculosis izolovanych
od zvifat a pacienta s Crohnovou chorobou 7z 12 stitu
tii kontinent. Po Stépeni s restrikéni endonukleizou
Pst 1 bylo zjiténo devét a po Stépeni s restrikéni endo-
nukledzou Bst EII 14 reprezentativnich DNA typu. pii-
¢emz pii paralelni kombinaci obou téchto enzymu bylo
zjisténo 18 DNA typa (Pavlik aj., 1996).

2.2. Analyza plazmidovych profila

Velké mnozstvi baktérii obsahuje ve svych bunkach
mimo chromozomalni DNA i dal$i nezdvisle se repli-
kujici molekuly DNA - plazmidy. Napiiklad vice nez
90 % terénnich kmena druha Salmonella sp. neho Es-
cherichia coli obsahuji urcity plazmid.

Plazmidy bakterii mohou byt zna¢né rozdilné veli-
kosti (od 1 kb az do 200 kb) a mohou se vyskytovat
v bunce v jedné nebo i v nékolika stech kopiich. Na
zdkladé téchto rozdila je mozné porovnavat jednotlive
bakteridlni kmeny.

2.2.1. Pouzivané postupy pri analyze plazmidovych
profila

Pouzivané postupy piednostné degraduji chromozo-
malni DNA a RNA a ve vySetfovaném vzorku preva-
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zuje plazmidovi DNAL Izolované plazmidy jsou potom
rozdeleny clektroforeticky v oagarozovém gelu podle
své molekulové hmotnosti s moznosti vzajemného po-
rovndvani ziskaného spektra plazmidi (Birnboim
a Doly,1979: Kado a Liu. [981).

2.2.2. Limitujici faktory analyzy plazmidovych profili

Zasadnim limitujicim faktorem analyzy plazmido-
vych profilt je obtizné srovnavani jednotlivych typa
plazmidovych profila ziskanych v ruznych casovych
odstupech mezi sehou. Ani zavedeni vhodnych standar-
du tuto nevyhodu zeela neodstrani. Proto na zdkladé
nasich zkusenosti doporucujeme ve spornych pripadech
srovnavat plazmidove profily jen u paralelné vysetie-
nych kmenu na jednom clektroforetickém gelu. DalSi
moznosti je Stépeni izolovanych plazmidu vhodnou re-
strikéni endonukleazou.

DalSim limitujicim faktorem je 1 urcita nestabilita
plazmidl v bakteridlni buiice zeyména pfi ¢asté subkul-
tivaci nebo dlouhodobém skladovani bakteridlnich
kmend (Hartstein aj. 1991: Sinha. 1992: OI-
sen aj. 1994b: Hartstein aj, 1995). Analyzu plaz-
midovych profili neni mozné provést u kmenu, které
plazmidy vubec neobsahuji (Pignatari aj., 1992).

2.2.3. Priklady praktického vyuziti analyzy
plazmidovych profiln

Analyza plazmidovych profili se diky své uspoko-
jivé vypovidajici schopnosti, rychlosti a nizké financni
naro¢nosti Siroce uplatiuje pit detanlné)si charak-
terizact bakterii. Zaskoleny laboratorni pracovnik muaze
analyzovat az 50 bakterialnich kment béhem jednoho
pracovniho dne. Analyza plazmidovych profili se v né-
kterych laboratofich pouzivi jako samostatny screenin-
govy postup (Franklin aj.. 1990: Azad aj.. 1992:
Olsen aj. 1992b: Marranzano aj.. 1995). Casté-

ji je v8ak analyza plazmidovych profilu soucasti ostat-

nich typizacnich metod (Nastasi aj.. 1988: Fanta-
sia aj., 1991; Pohl aj.. 1991: Laguerre aj., 1992;
Olsen aj, 1992a; Rychlik aj. 1993; Usera aj.
1993: Brown aj.. 1994: Millemann aj. 1995).
U Salmonella sp. se obvykle doporucuje fagotypizace
nasledné doplnénd analyzou plazmidovych profila
(Ferris aj.. 1992: Martini aj. 1992: Rychlik
al., 1995). Ferris aj. (1992) pittom pozorovali uréi-
tou korelaci mezi plazmidovym typem a citlivosti ¢i
rezistenci k antibiotikiim.

Pomoci analyzy plazmidovych profila byla studova-
na epidemiologie infekei zpusobenych kmeny Myco-
bacterium avium. Jucker a Falkinham (1990)
syistilic ze plazmidy 1zolované z kmenu M. avium od
pacienta s AIDS byly podobné s plazmidy izolovanymi
7z kmenu M. avium 7 vngjsiho prostiedi. Pritom se tyto
plazmidy zcela Lisily od plazmidu izolovanych z kme-
nu M. avium od zvirat. K podobnym vysledkum dospé-
It Masaki aj. (1989).
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2.3. Random Amplified Polymorphic DNA PCR (RAPD
PCR)

S rozvojem PCR (Saiki aj., 1985, 1986, 198%) s¢
vyvinula i modifikace této metody vhodna pro identi-
fikaci a diferenciaci Zivych organismi nazvvana RAPD
PCR (Cactano-Anolles aj, 1991a; Mazuricr
a Wernars, 1992: Meunicer a Grimont,
1993). V odborn¢ literature se rovnéZ pouziviji syno-
nyma DAF - DNA Amplification Fingerprinting (C a -
ctano-Anolles aj. 1991b: Cactano-Anol-
les a Bassam. 1993), nebo AP PCR — Arbitrarily
Primed PCR (Welsh aj., 1991, 19924) ncbo PCR fin-
gerprinting (Graser aj., 1993).

2.3.1. Princip metody RAPD PCR

Princip metody spociva v opakované syntéze rizné
velkych amplifika¢nich produktia. Na rozdil od stan-
dardniho uspofadani PCR se vSak nevyuziviji dva spe-
cifické primery. ale pouze jeden kratSi nespec
mer (Cactano-Anolles aj.. 1991a). P vlastni
amplifikaci se pouzivaji nizké teploty pro parovani pri-
mert se studovanou DNA (Cactano-Anolles aj.
1992: Mecunier a Grimont, 1993). Doporucuje
se pouze, aby obsah bazi G a C v piipraveném primeru
odpovidal obsahu GC para ve studované DNA a aby
sckvence primeru spliovala obvykla kritéria PCR pri-
mert (napf. aby neobsahovala takové sckvence, které
by umoziovaly tvorbu dimerd primeri). Obvykla veli-
kost primert se pohybuje kolem 10 bp. vzhledem
k vlastnostem Tag polymerazy viak musi byt ve(si nez
Sbp(Cactano-Anolles aj., 1991a, 1992).

Primery se nahodné vazi kK mistam s komplementarni-
mi sckvencemi. Jestlize k (1éto vazbé dojde v dostatecéné
kratké vzdalenosti, zmnozi se tento tsek po mnohonisob-
né cyklické reakeir. Pokud k podobnym udalostem do-
Jde ndhodné na riznych mistech studované DNA, vy-
sledné produkty o razné molekulové hmotnost je
mozno elektroforeticky rozdélit a vizualizovat v agaro-
zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Jejich vzajem-
nym porovnanim lze ziskat informace o totoznosti ¢i
odlisnosti studovanych organismu.

2.3.2.Vyhody a nevyhody metody RAPD PCR

Vyhodou RAPD PCR jsou jeji minimalni naroky na
mnozstvi DNA potiebné pro analyzu a do ur¢ité¢ miry
i minimalni naroky na jeji kvalitu. Velmi casto je pro
izolaci DNA dostacujici kratk¢ povareni suspenze bu-
nék. Po centrifugaci je do reakcee odebrana mala ¢ast
supernatantu, kterd viak obsahuje dostate¢né mnozstvi
dostatecné Cisté DNA (Akopyanz aj., 1992: Me-
nard aj., 1992: Brousscau aj.. 1993). Dalsi pred-
nosti RAPD PCR je rychlost a absolutni nezivislost na
predchozi znalosti porovnavanych organismu (Bas-
sam aj., 1992).

Nevyhody naopak spocivaji v nesnadné optimaliza-
ci. Z toho vyplyvaji problémy pii porovnavani vysled-
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ku mezi jednotlivymi laboratofemi a dokonce 1 mezi
vysledky dosazenymi raznymi pracovniky téze labora-
tofe. Snaze po odstranéni tohoto nedostatku odpovida
velka pozornost. vénovana optimalizaci (éto metody
(Cactano-Anolles a)., 1992: Graser aj. 1993;
Meunier a Grimont, 1993; Micheli aj.
1904),

2.3.3. Priklady praktického vyuziti RAPD PCR

Praktické pouziti zatim nedosahlo vzhledem k naro-
kum na optimalizaci takového uplatnéni, jako je tomu
v pripad¢ metody standardniho DNA fingerprintingu
(Belkum van. 1994). RAPD PCR se pouziva vét-
Sinou jen na vzajemné srovnavini jednotlivych bakte-
rialnich kmena a na porovnavani rozlisovaci schop-
nosti RAPD PCR s ostatnimi DNA typizacnimi
metodami. Ze specialné zaméienych studii (Alos aj.,
1993: Struelens aj.. 1993: Millemann aj.,
1996) vyplyva znacni korelace mezi vysledky dosaho-
vanymi pomoci RAPD PCR a ostatnimi DNA typizac-
nimi metodami.

Pouzitim RAPD PCR se napiiklad podarilo rozclenit
22 studovanych kment Streptococcus uberis do 15 sku-
pin. zatimco restrikéni analyzou bylo ziskino jen
12 rozdilnych skupin (Jayarao aj., 1992). Welsh
a). (1992b) pii studiu puvodee lymské boreliozy Bor-
relia burgdorfert roz¢lenili pomoci RAPD PCR tento
druh do ti fylogenetickych skupin. Zastupei 1. skupiny
byli identifikovani v Severni Americe a v Euroasii, za-
timeo zastupci 11 a I skupiny byli izolovini pouze
v Euroasit. Cancilla ap. (1992) dosihli uspokoji-
vych vysledki u kment Lactococcus lactis. Pribuzné
kmeny mély témér identicky PCR fingerprinting, za-
timco kmeny vzdilené piibuzné mély PCR fingerprin-
ting znacn¢ odlisny. Podobnych vysledku dosdhli
Harrison aj. (1992) pfi typizaci kment Rhizobium
sp. a fadili metodu RAPD PCR jako velmi perspektivni
a slibnou pro stanoveni genetické piibuznosti jednotli-
vych terénnich kmen. Brousscau aj. (1993) do-
sahli zajimavych vysledka pii RAPD PCR typizaci
u Bacillus thuringiensis.

V humani genetice bylo metody RAPD PCR pouzito
pii srovnini DNA zdravé tkdné a tumoru t¢hoz pa-
cienta (Peinado aj., 1992). Autofi sice prokazali
stejné DNA fingerprinty. ale nékteré amplifikacni pro-
dukty se vyskytovaly ve zvySenych nebo snizenych in-
tenzitich. Daldim doseticnim bylo potvrzeno. Ze v pri-
béhu vzniku tumoru doslo k urCitym prestavbam na
kratkém raménku chromozomu 17, coz mélo za nasle-
dek nestejnou intenzitu nékterych amplifikacnich pro-
dukt.

2.4. Primé sekvenovani

Princip je zaloZen na sckvenoviani vybrané ¢asti ge-
nomu organismu a vzijemném porovnani téchto sek-
venei. Metoda primc¢ho sekvenovani vycerpavajicim
zpusobem popisuje dany organismus a pokud je analy-
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zovand oblast dostatecné variabilni. pak poskyviue ma-
ximum dostupn¢ informace. Navic umoziuje zcela jed-
noduché a pIn¢ automatizovatelné porovnavini vysled-
ki mezi jednotlivymi laboratoremi. Ve velké vétsine
pripadu se sekvenuji tseky DNA. kter¢ byly predtim
ziskany vhodné uspoiddanou PCR (Rao, 1994). Sck-
venacni data jsou vyuzivina k identifikaci a porovndini
jednotlivych bakterialnich nebo virovych kment.

2.4.1. Priklady praktického vyuziti primého sekvenovini

U bakterii se za cilovou sekvenci pro sekvenovini
nejcastéjSi vyuzivaji geny pro rRNA (Stackeb-
randt aj., 1992). Weisburg aj. (1991) po piimém
sekvenovani amplifikacnich produkti gent pro rRNA
zatadili do fylogenetické¢ho systému obtizné kultivova-
telného patogena piezvykaveh Anaplasma marginale.
Roggal aj. (1990) diferencovali na zaklad¢ sckvenc-
ni analyzy rDNA jednotlivé druhy rodu Mycobacterium.
Frothingham a Wilson (1993) pak na zaklad¢
sekvenacnich adaju diferencovali kmeny Mycobacterium
avium. Jako cilovou sckvenct zvolili pfepisovany me-
zernik (internal transcribed spacer) mezi geny pro 168
rRNA a 23S rRNA pro jeho vyssi variabilitu ve srov-
nani se samotnymi geny pro rRNA. Vysledky sckveno-
vani vykazovaly jen velmi nizkou korelact se sérotypi-
zaci. K rodu Pseudomonas byl na zakladé sekvenacni
analyzy zatazen dosud blize nespecifikovany kmen
choroby bananovniku (Banana Blood Discase Bac-
terium), uréeny jako Pseudomonas solanacearum
(Scal aj., 1993). Srovnanim vybranych serovari sal-
monel na zakladé sekvenacnich udaji se zabyvalo ne-
kolik autora. K temto acelam Masten a
(1993) sekvenovali vybrané uscky gentt pro sestaveni
biciku.

U virl se napiiklad sekvenovianim VP1 oblasti viru
slintavky a kulhavky podarilo sestavit fyvlogencticky
strom vyvoje a do tohoto systému zafadit viechny nove
popsané izolity (Saiz aj.. 1993).

Joys

3. ZAVER

Metody molekulirni biologie nabizeji zcela novy
pohled na diferenciaci a taxonomii vSech zivych orga-
nismG. Nevyhodou soucasnych DNA typizacnich me-
tod je jejich nestandardnost ve smyslu snadné. jasné
a prehledné kategorizace a prezentace vysledka. To je
patrné zejména pii studiu prokaryot a viru. kde jsou
zavedeny metody fenotypové typizace. Proto se obje-
vuji prvni pokusy odstranit tuto nevyhodu a vyuzil
k analyze pomérné sloZitych \DNA spekter™ vypocetni
techniku (S cott aj., 1993). V nadi laboratofi pro zpra-
covani DNA fingerprinta u Mycobacterium paratuber-
culosis (Pavlik aj., 1996) a analyzy plazmidovych
profili u salmonel vyuzivime software Gel Manager
(BioSystematica. Anglie). S vyuzitim vypocetni tech-
niky jsme byli schopni dokonce analyzovat DNA fin-
gerprinty publikované v odborné literatuie (Whipple
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A, 1990 De Lisle ap, 1992). porovnat je s nasimi
vysledky a celkove vvhodnour. Takoveto zpracovini
aarchivace vysledhu odstranuje dosavadni Timity me-
tod DNA typizace a otevira cestu k exaktnimu popisu
a klasifikacr.
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pfedstavu o obsahu prace. Jsou vylouceny podtitulky ¢lanki.

Kratky souhrn (Abstrakt) musi vyjadrit viechno podstatné, co je
obsazeno v prici, a mi obsahovat zikladni Ciselné udaje véetné sta-
tistickych hodnot. Nemé piekro€it rozsah 170 slov. Je tieba, aby byl
napsin celymi vétami, nikoliv heslovité.

Roz8ifeny souhrn praci v Cestiné nebo sloveniting je uvefejiiovin
v anglic¢ting, mély by v ném byt v rozsahu cca 1-2 strojopisnych stran
komentoviny vysledky price a uvedeny odkazy na tabulky a obrizky,
popi. na nejdaleZitéjsi literarni citace. Je vhodné jej (véetné ndzvu
price a klicovych slov) dodat v anglicting, popf. v Cestiné Ci sloven-
Stin€ jako podklad pro pieklad do anglictiny.

Literdrni pfehled ma byt kritky, je tfeba uvidét pouze citace
majici Gzky vztah k problému. Tato dvodni ¢ést pfinddi také informa-
ci, pro¢ byla price provedena.

Metoda se popisuje pouze tehdy, je-li pivodni, jinak postacuje
citovat autora metody a uvadét jen pripadné odchylky. Ve stejné ka-
pitole se popisuje také pokusny materidl a zpisob hodnoceni vysled-
k.

Vysledky tvofi hlavni ¢ast prace a pfi jejich popisu se k vyjadfeni
kvantitativnich hodnot divi prednost grafim pfed tabulkami. V tabul-
kich je tfeba shrnout statistické hodnoceni naméfenych hodnot. Tato
Cdst by neméla obsahovat teoretické zivéry ani dedukce, ale pouze
faktické ndlezy.

Diskuse obsahuje zhodnoceni price, diskutuje se o moZnych nedo-
statcich a vysledky se konfrontuji s udaji publikovanymi (poZaduje se
citovat jen ty autory, jejichZ price maji k publikované prici blizsi
vztah). Je pfipustné spojeni v jednu kapitolu spolu s vysledky.

Literatura citovand v textu price se uvidi jménem autora a rokem
vydini. Do seznamu se zafadi jen publikace citované v textu. Citace
se fadi abecedné podle jména prvnich autori.

Kli¢ova slova maji umoZnit vyhledani price podle sledovanych
druhi zvifat, charakteristik jejich zdravotniho stavu, podminek jejich
chovu, litek pouZitych k jejich ovlivnéni apod. Jako klicova slova
neni vhodné pouZzivat terminy uvedené v nadpisu price.

Na zvlaStnim listé uvidi autor plné jméno (i spoluautori), akade-
mické, védecké a pedagogické tituly a podrobnou adresu pracovisté
s PSC, ¢islo telefonu a faxu, popf. e-mail.
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