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THE USE OF IMMUNOMAGNETIC SEPARATION IN DE’EECTION
OF SALMONELLA AND LISTERIA FROM FOODSTUFFS

VYUZITI METODY IMUNOMAGNETICKE SEPARACE PRI STANOVENI
SALMONEL A LISTERII V POTRAVINACH

R. Karpifkova, M. Holasova

National Institute of Health in Prague, Center for Food Chain Hygiene, Brno, Czech
Republic

ABSTRACT: Immunomagnetic separation (IMS) and conventional methods (ISO guidelines) were used for the routine testing
of various foodstuffs for the presence of Salmonella spp. and Listeria spp. The total of 408 food samples (milk, egg, and
meat products, raw meat, confectionary, vegetable and fruit products) were examined for the presence of Salmonella spp. and
33 samples (8%) were positive using conventional methods. Using IMS 49 (12%) of them were positive. A higher number
of false negative results was obtained in milk powder using conventional methods compared to the IMS technique. The
sensitivity of IMS was higher than in conventional methods (ISO 6579). The statistical differences were of great significance
especially when using Rappaport Vassiliadis medium (p = 0.01). The number of 375 food samples (milk products, raw meat
and meat products) were examined for the presence of Listeria spp., 81 samples (21.6%) were positive using conventional
methods and 91 (24.3%) were positive using IMS. The statistical differences were significant when using the USDA method
(p = 0.05) and there were no significant differences between IMS and FDA method. Our results demonstrated that the IMS
technique was either more sensitive than or as sensitive as the conventional detection procedures and saved at least one day
eliminating the selective enrichment step.

Salmonella spp.; Listeria spp.; techniques; immunomagnetic separation; foodstuffs

ABSTRAKT: K rutinnimu sledovani pfitomnosti salmonel a listerii v potravinich byly pouZity metody imunomagnetické
separace (IMS) a konvenéni metody (pfislusné normy ISO). Celkem 408 vzorkii potravin (vyrobky z mléka, vejce, syrové
maso, masné vyrobky, cukrafské, zeleninové a ovocné vyrobky) bylo vySetfeno na pfitomnost salmonel. Pfi pouZiti konvenc-
nich metod byla ve 33 vzorcich prokdzéna pfitomnost salmonel (8 %), pfi pouZiti metody IMS bylo zji¥téno 49 pozitivnich
nalezd (12 %). Pfi vySetfovani klasickymi metodami byl u vzorki suSeného mléka prokédzan vy33i polet faleiné negativnich
nilezii v porovnéni s metodou IMS. Celkem bylo vy3etfeno 375 vzorki potravin (mlééné vyrobky, syrové maso a masné
vyrobky) na pfitomnost bakterii rodu Listeria; 81 vzorku (21,6 %) vy3etfenych konvenénimi metodami bylo pozitivnich a 91
(24,3 %) bylo pozitivnich pouZitim metody IMS. Vysledky ukazuji, Ze metoda IMS byla miniméln& stejng citlivd jako
konven&ni metody detekce, a to pfi ispofe alespoii jednoho dne, protoZe neni tfeba provadét krok selektivniho pomnoZeni.
Porovnénim klasickych kultivaénich technik a IMS byly prokazany statisticky vyznamné rozdily ve prospéch IMS.

Salmonella spp.; Listeria spp.; metody stanoveni; imunomagneticka separace; potraviny

UvoD

Pfi rutinnim mikrobiologickém vySetfovani potravin
se pfi pritkazu salmonel a listerii postupuje podle plat-
nych norem CSN ISO 6579 a CSN ISO 10560 (u mas-
nych vyrobki metodou USDA). Uspé&§nost zéchytu sle-
dovanych bakterii je pfi pouZiti téchto konvenénich
metod zdvisld na riznych faktorech. Napriklad pfi niz-
kém poctu sledovanych bakterii ve vzorku, pfi silné
kontaminaci konkurenéni mikroflérou a subletdlnim
poskozeni bunék vlivem technologického opracovani &i

za pritomnosti pfirozenych antimikrobialnich latek
v potravinich se vyté€Znost klasickych kultivanich me-
tod sniZuje. V poslednich letech se stale vice uplatiiuji
alternativni metody zaloZené na imunologickych a mo-
lekularné genetickych principech. Jejich vyhody spoci-
vaji v ispofe &asu, vy$§i citlivosti a specifité. Technika
imunomagnetické separace (IMS) je kombinaci imuno-
logické a klasické kultivaéni metody. Poskytuje sou-
Casné vyhody obou metod a dile umoZiiuje provedeni
sérotypizace, pfipadné dalSich konfirmacnich testi.
Princip této moderni alternativni metody spoliva ve

* Supported by the Internal Grant Agency of the Ministry of Health of Czech Republic (Project No. 3988-3).
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vazbé bakterii na povrch superparamagnetickych kuli-
ek obalenych specifickou protilatkou. Po 24hodino-
vém predpomnoZeni se ke vzorku pfidaji magnetické
kuli¢ky. Jsou-li sledované bakterie pfitomné, navazi se
a pomoci magnetu se vznikly komplex odseparuje
z pomnoZovaciho média. Po promyti v pufru se sus-
penze kultivuje na povrch selektivng diagnostického
agarového média nebo se déle analyzuje metodou PCR &i
ELISA (Olsvik aj., 1994; Safafik aj., 1995; Cudjoe aj.,
1995).

Cilem této price bylo ovéfeni moZnosti vyuZiti me-
tody IMS pfi rutinnim bakteriologickém vySetfovéani
potravin a srovnani vysledki s konvenénimi kultivag-
nimi technikami.

MATERIAL A METODA
Vzorky potravin

Celkem bylo analyzovano 783 vzorka potravin. Pra-
kaz pfitomnosti salmonel byl provadén u 408 vzorkd
(sudené mléko, konzumni vejce skofdpkova a vejce su-
Send, rizné druhy masa, ovoce a zelenina, kofeni
a cukrifské vyrobky). Pfitomnost listerii byla monito-
rovdna u 375 vzorkd (mlééné vyrobky, rizné druhy
masa, masné vyrobky a listova zelenina). Potraviny po-
chazely pfevazné z trZni sité, z &asti byly odebirany
v ramci béZného hygienického dozoru piimo u vyrobei.

Metody detekce

Klasické kultiva&ni techniky

Vzorky potravin byly soub&Zné vySetiovany klasic-
kymi kultivaénimi technikami a IMS. Prikaz salmonel
byl providén podle CSN ISO 6579 na médiich RV
a BGA (Rappaport Vassiliadis s vyotkovanim na agar
s brilantovou zeleni) a SC a XLD (selenitova puda
s cystinem s vyoc¢kovanim na xyléza lyzin dekarboxy-
lazovy agar). Suspektni kolonie ze selektivnich agari
byly konfirmovény podle normy.

Prikaz listerii v mlé&nych, zeleninovych a ovoc-
nych vyrobcich byl provadén podle CSN ISO 10560
(FDA) na médiich BLEB (pufrovana pida pro pomno-
Zovani listerii) s vyotkovanim na OXFORD a PAL-
CAM média. V mase a masnych vyrobcich byl priikaz
listerii provadén metodou USDA na médiich UVM 1,
UVM 1I (University Vermont Medium) s naslednym
vyockovanim na OXFORD a PALCAM agar. Ke kul-
tivaci byly pouzity Zivné pudy od firmy Oxoid, Velka
Briténie. Suspektni kolonie ze selektivnich agari byly
konfirmovény podle normy, déle byly vyofkovéiny na
chromogenni agar Rapid L. mono (Sanofi Diagnostics
Pasteur, Francie), ktery umoZiiuje snadné a spolehlivé
odliSeni L. monocytogenes (LM) na zékladé prikazu
aktivity fosfolipazy a neschopnosti utilizovat xylézu.
Izolované LM byly sérotypizovany antiséry od firmy
Denka Seiken, Japonsko.
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Technika imunomagnetické separace

Pro IMS byly pouzity grodukty Dynabeads® anti-
-Salmonella a Dynabeads™ anti-Listeria (Dynal, Nor-
sko). K 1 ml pfedpomnoZeného vzorku bylo pfidano
20 pl pfisludnych magnetickych kulicek, které byly po
15minutovém mirném promichévani na tfepadce odse-
parovdny magnetem a jedenkrit promyty ve fosféto-
vém pufru s 0,05 % Tweenu 20. Kulitky byly resus-
pendovany v 50 pl pufru a vyofkovény na povrch
selektivnich agarit RAMBACH (Merck, Némecko) pro
salmonely a PALCAM (Oxoid) pro listerie.

Statistické zhodnoceni

Statistickd vyznamnost zjiSténych rozdild mezi hod-
nocenymi metodami byla analyzovdna McNemanovym
znaminkovym testem (SPLUS, Vyzkumny ustav vete-
rinarniho lékafstvi, Brno, CR).

VYSLEDKY
Salmonella spp.

Metodou IMS bylo ve vySetfovanych potravinich
prokazano 49 (12 %) pozitivnich nalezi. Postupem
podle CSN ISO bylo na médiich RV s vyo&kovanim na
BGA zjisténo 25 (6 %) pozitivnich vzorki a kombinaci
médii SC a XLD agar bylo prokazano 33 (8 %) pozi-
tivnich vzorkd. U suSenych vyrobkd (vejce a mléko)
byla zachytnost metodou IMS vyrazné vyssi (20 %)
v porovnani s klasickou kultivaéni technikou (RV
a BGA 1,7 % a SC a XLD 6,7 %). Podrobné vysledky
podle jednotlivych kategorii potravin jsou uvedeny
v tab. I. V analyzovanych vzorcich byly detekovény
sérovary: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Montevi-
deo a S. Newport.

Listeria spp.

Pfi vySetfovani potravin a surovin metodou IMS by-
ly listerie prokdzéany u 91 vzorku (24 %). Klasickymi
kultivaénimi technikami byly detekovéany u 81 (22 %)
vzorku. Podrobné vysledky podle je dnotlivych katego-
rii potravin jsou uvedeny v tab. II. Zastoupeni jednot-
livych druht listerii podle Cetnosti bylo nasledujici: L.
innocua 57 %, L. monocytogenes 30 %, L. welshimeri
6 %, L. seeligeri 6 % a L. ivanovii 1 %. Vét§ina izolo-
vanych LM patfila k sérotypu 1/2, ojedinéle byl regis-
trovén i sérotyp 4b.

DISKUSE

Pozitivni nalezy salmonel byly u nami vybraného
souboru vzorkid potravin nejvyssi u vajec (IMS 26 %,
CSN ISO 22 %), a to jednak su$enych ziskanych pfimo
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L. Pritkaz salmonel v potravinch metodou IMS a klasickou kultivaéni technikou — D ion of Sal lla spp. in foods by IMS
technique and by conventional detection methods
Metoda detek | 14
Pocet IMS CSN ISO 6579
Potravina' oo RAMBACH RV - BGA SC - XLD
pozitivni'’ negativni'® pozitivni negativnf pozitivni negativni
n % n %o n Fo n % n % n %o
Vejce susend? 22 9 a1 13 59 2 9 20 91 7 32 15 68
skofapkova® 55 11 20 44 80 9 16 46 84 10 18 45 82
Sugené mléko* 97 15 15 82 85 0 0 97 100 1 1 96 99
Maso hovézi® 36 0 0 36 100 0 0 36 100 0 0 36 100
veprové§ 72 0 0 72 100 | 1 71 99 1 1 71 99
drabezi’? 41 12 29 29 71 13 32 28 68 14 34 27 66
rybi® 36 0 0 36 | 100 0 0 36 | 100 0 36 | 100
krali&i® 12 0 0 12 100 0 0 12 100 0 0 12 100
Ovoce a zelenina'” 27 1 4 26 96 0 0 27 100 0 27 100
Ostatni potraviny!! 10 1 10 9 90 1 10 9 90 1 10 9 90
Celkem'? 408 49 12 359 88 25 6 383 94 33 8 375 92

13

number of examined hod of Sal 1la di

'food, Zdried eggs, >shell cges. 4m1|k powder, meat — beef, plg,l "poultry, Pfish, “rabbit, 'fruit and vegetables, ''other foods, '
Spositive,

total,
Y6negative

I1. Prikaz listérii v potravinich metodou IMS a klasickou kultivaéni technikou — Demonstration of Listeria spp. in foods by IMS technique

and by conventional detection methods

Metoda detekce listerii'?
— IMS Klasicka kultivacni metoda'*
Potravina! vySetfenych IMS FDA (CSN 1SO 10560)
vzorku!? (BLEB - PALCAM) (UVM |, 1II, PALCAM)
pozitivni ' negativni'® pozitivni negativni pozitivni negativni
n %o n %o n % n %o n % n %
MIégné vyrobky? 62 6 10 56 90 5 8 57 92
Susené mléko? 5 0 0 5 100 0 0 5 100
Maso hovézi* 36 21 58 15 42 21 58 15 42
vepfové’ 72 27 37 45 63 21 29 51 71
dribezi® 51 25 49 26 51 22 43 29 57
rybi’ 77 3 74 96 0 0 77 100
kraligi® 12 0 12 | 100 0 0 12 | 100
Masné vyrobky” 36 5 14 31 86 7 19 29 81
Zelenina'! 24 4 17 20 83 5 21 19 79
Celkem'! 375 91 24 | 284 76 10 11 81 89 71 25 | 213 75
'food, 2 mxlk products, milk powder, *meat — beef, * pig, poultry Tish, rnbbnt ’meat Products. getables, ''total, *number of ex d

14

samples *method of Listeria detection,

od vyrobct, jednak konzumnich skofdpkovych zakou-
penych v trZni siti v letnich mésicich. U 126 vzorku
masa hovéziho, vepfového, kréli¢iho a rybiho z trZni
sit€ nebyla salmonela metodou IMS detekovéna v zad-
ném pfipadé a metodou CSN ISO jednou. U masa dri-
beZiho (kufata a slepice) se pozitivita pohybovala mezi
29 az 34 % (podle pouZité detekéni metody).

V souboru ndmi vy$etfovanych potravin byl pozitiv-
ni zdchyt listerii potvrzen u téméf Ctvrtiny vzorki. Nej-
vy33i poéty pozitivnich vzorkli byly u syrového masa

VET. MED. - CZECH, 44, 1999 (8): 225-228

conventional detection method, ' positive,

®negative

(hovézi 58 %, drubeZi 49 %, vepiové 37% ), ale také
ve 14% vafenych masnych vyrobku (tladenka, jitrnice,
jatrovka). U téchto komodit byl zjisté€n vyskyt LM.

Statisticky vysoce vyznamny rozdil byl zaznamenén
pfi stanoveni salmonel metodou IMS a konven&nimi
kultivaénimi technikami (p = 0,01). Pfi pouZiti kombi-
nace médii RV a BGA byla nami zjiténa citlivost pou-
hych 51 % v porovnani s IMS. Tento fakt mize byt
zpusoben vysokou selektivitou RV média s nizkym pH
a realtivné vysokou kultivaéni teplotou 42 °C.
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Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan také
pri stanoveni listerii, a to pfi porovnani metod IMS
a USDA (p = 0,05). Rozdily mezi metodami IMS
a FDA nebyly statisticky vyznamné.

Metoda imunomagnetické separace je vhodnd pro
detekci patogent v Sirokém spektru potravin (Molla aj.,
1994). Nejlépe se uplatiiuje tam, kde dochazi k suble-
talnimu poskozeni bunék (napiiklad susené vyrobky)
a kde klasické metody nejsou vzdy dostatedné citlivé
(Dziadkowiec aj., 1995). Uréitd omezeni se vSak mo-
hou vyskytnout pfi vySetfovani visk6znich nebo velmi
tuénych potravin. V téchto piipadech je nutné upravit
pomér vzorku a magnetickych kuli¢ek a také sloZeni
promyvaciho pufru pfidanim Tweenu aZ na koncentraci
0,1 %.

Pfi analyze vzorku po 12 aZ 18hodinovém pomno-
Zeni v piislu$nych médiich dosahuje metoda IMS mi-
nimalné stejné, pripadné i vyssi citlivosti, neZ metoda
klasicka (Mansfield a Forsythe, 1996), coZ se projevilo
i v na§em piipadé pfi vySetfovani riznych potravinovych
komodit. Soucasné se zkracuje doba nutnd k vySetfeni
alespofi o jeden den. ProtoZe dochazi ke koncentraci
sledovanych bakterii, je kontaminace sekundarni mik-
roflérou po vyocfkovani na selektivni agary nizsi a Cas-
to umoziuje provést i rodové zarazeni bez dalSich sub-
kultivaci.

Zjisténé vysledky potvrzuji, Ze metoda IMS je pfi
prukazu pritomnosti salmonel a listerii v potravinich
jednoduchou, uginnou a dostateéné citlivou alternati-
vou standardnich kultiva¢nich technik.
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THE INTERACTION OF TW? FORMS OF GLUTAMIC ACID
WITH AMMONIA IN SHEEP

INTERAKCIA DVOCH FORIEM KYSELINY GLUTAMOVEJ
S AMONIAKOM U OVIEC

V. Sutiak', I. Sutiakov4’, I. Rosival'

1Departmem‘ of Pharmacology, University of Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Republic »
2Laboratory of Genetics, Research Institute of Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Republic

ABSTRACT: In our experiments, 20 Slovak Merino sheep 36.5 * 4.0 kg b.w., aged 3.5 years were used. They were starved
12 h before the experiment and for 6 h after the initial administrations of the agents. Sheep had free access to water throughout
the period. Control sheep received in addition to urea (0.5 g/kg b.w.), an equimolar quantity of 15% nonbuffered glutamic
acid solution and the experimental sheep received the same quantity of sodium hydroxide buffered glutamic acid solution.
The laboratory indices demonstrated that nonbuffered glutamic acid in contrast to sodium hydroxide buffered glutamic acid
was able to protect sheep from ammonia intoxication induced via p.o. administration of urea (see Tab. I). The experiments
demontrated a significant trend towards higher concentrations of ammonia (P < 0.01) and lower values of pH (P < 0.01) in
the rumen fluid and lower concentrations of ammonia in the blood (P < 0.01) of sheep with nonbuffered glutamic acid in
contrast to sodium hydroxide buffered glutamic acid, especially 60 min and more after the administration of agents. We did
not however register any significant differences in the dynamics of urea concentrations between both groups of sheep in blood
plasma throughout the period of experiments (P < 0.05). Clinical observations of animals demonstrated that sodium hydroxide
buffered glutamic acid was not able to protect sheep satisfactorily against ammonia intoxication. Sheep in this group showed
some intoxication symptoms and one died, in contrast to sheep in the control group with nonbuffered glutamic acid.

urea; ammonia; toxicity; sheep; glutamic acid; buffered glutamic acid; pH value; prevention; interaction

ABSTRAKT: Cielom price bolo overit ¢i ma aj pufrovand kyselina glutimovéa s hydroxidom sodnym (glu-Na) rovnaké
ochranné pdsobenie proti mocovinovej a amoniakalnej otrave oviec ako nepufrovana kyselina glutdmova (glu). Pre neutrali-
ziciu bol pouZity roztok hydroxidu sodného v takom mnoZstve, aby glu-Na dosiahla hodnotu pH 7,0. Pokusy sme urobili na
20 ovciach plemena Slovenské merino, ktoré hladovali pred pokusmi 12 hodin. Ovce mali Z. hm. 36,5 * 4,0 kg a vek 3,5 roka.
Kontrolnej skupine oviec sme poddvali sondou p. 0. 0,5 g 17% mocoviny na kg Z. hm. spolu s ekvimoldrnym mnoZstvom
15% glu. Kvantita aminokyseliny bola vypo¢itand na amoniak, ktory vznikne kompletnou hydrolyzou mocoviny. Pokusnej
skupine oviec sme podali podobne mnoZstva oboch latok, len s tym rozdielom, Ze sme im davkovali glu-Na. Merania pH
hodnoty bachorovej $tavy sme robili potenciometricky pH metrom fy Radelkis Budapest, typ OP-264, a koncentriciu amo-
niaku spektrofotometricky vyuZivajic Nesslerovo ¢inidlo. Obsah mogoviny v krvnej plazme bol stanoveny uredzovou meté-
dou v kombinécii s mikrodifiiziou, ktord bola pouZitd i pre stanovenie amoniaku v bachorovej $tave. Vysledky pokusov
ukazali, Ze i ked sa kyselina glutdimové podielala v oboch formédch na biochemicko-metabolickej detoxikdcii amoniaku,
vyznamnej$i vplyv mala na pdsobenie Epavku najmi jej fyzikdlno-chemickéd zloZka. Neneutralizovand glu na rozdiel od
neutralizovanej glu-Na intenzivnejSie ionizovala amoniak na amoniovy i6n a tym vyznamne brénila jeho absorpcii z bachora
do krvi, ¢im interakéne zabrénila i jeho toxickym prejavom u oviec. NasvedCuji tomu laboratérne nilezy, ale aj klinické
spravanie sa oviec.

mocovina; amoniak; toxicita; ovce; kyselina glutimovd; glutamén sodny; hodnota pH; prevencia; interakcia

* Supported by Scientific Grant Agency of the Ministry of Education of the Slovak Republic and Slovak Academy of Sciences (Grant
No. 1/5150/98).
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1. The effect of equimolar doses of two glutamic acid forms""? on the changes in ammonia and pH value on the rumen fluid and on blood

ammonia, and on the blood plasma urea of sheep in experiments with urea

Time of experiments (min)
Type Statistical ToE B e
of experiments data® before ad ation after ad ation of agents
-10 [ 30 | 60 [ 90 | 120 [ 180 [ 240 [ 300 [ 360
concentration of ammonia in the rumen fluid (mmols/l)
U + glu-Na ) 8.4 393 46.2 52.9 45.3 39.6 353 335 30.6
n=10 o 3.0 9.3 8.1 5.6 7.5 8.9 83 6.1 6.3
P, - c c c c c c c c
U +glu X 7.6% 57.6 74.0 81.5 83.6 76.6 74.2 66.9 65.2
n=10 t0 1.8 19.4 19.8 219 242 19.0 174 144 15.0
Py - c c c c c c c c
P, o a c c c £ c c c
pH values of rumen fluid (logmol C)
U + glu-Na Pl 709 7.5 7.6 7.7 71 7.6 7.5 72 72
n=10 tc 03 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 03 03
P, - c c c c c c o o
U+ gl X 6.6% 5.9 6.2 6.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6.5
n=10 to 04 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 0.3
P, - c a o [ o [ o o
P, a c c c c c c c c
ation of ia in blood ( Is/1)
U + glu-Na o] 0.08 0.22 0.25 0.29 0.26 0.23 0.22 0.19 0.14
n=10 to 0.01 0.14 0.05 0.10 0.09 0.08 0.10 0.09 0.06
Py = c c c c c c c c
U+ gl x 0.11® 0.13 0.15 0.16 0.15 0.14 0.13 0.12 0.11
n=10 to 0.04 0.03 0.02 0.03 0.04 0.04 0.03 0.05 0.04
P, = o a a o o o o o
P, 0 a c c c c a o 0
concentration of urea in blood plasma (mmols/l)
U + glu-Na o) 5629 6.19 6.87 7.37 8.01 8.87 9.40 9.83 9.94
n=10 to 1.07 0.90 1.14 1.17 1.35 1.35 1.07 1.32 1.57
Py - o a c c c c c c
U + glu x 513% | 5380 6.62 7.10 7.33 7.84 8.44 8.65 8.76
n=10 to 1.67 1.46 1.78 1.67 1.71 1.85 1.92 1.82 1.60
P, = o o a a c c c c
P, o o o o o o o o o
Comments:
(1) = The equimolar quantity of non-buffered glutamic acid (glu) was calculated to ammonia which may be released from urea after complete
hydrolysis.
2) = :11; R:l)ffercd glutamic acid (glu-Na) was prepared by lization with sodium hydroxide solution to pH 7.0 and for calculation see

(3) = In each experiment, there were 10 animals.

(4) = The referential values used for statistical evaluation of the significance of the results after comparing between glu-Na and glu values at
the same time.

(5) = The referential value used for statistical evaluation of the significance of the results after comparing between —10 min value and to
selected time inside the group.

U = urea was administered to every sheep in quantity 0.5 g of 17% solution/kg b.w. perorally

o = the nonsignificance i.e. P > 0.05

a =P<005

¢ =P<001

— = referential value

X = mean values

+ o = standard deviation

P, = the statistical significance of results inside a comparing group, when referred to data at ~10 min

P, = the statistical significance of results after comparing and referring the results at the same time between groups glu-Na and glu
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INTRODUCTION

It is well known from the literature that ammonia
may be transformed via several enzymatic reactions
into genetically dangerous and toxic agents in bionature
(Yamafuji et al., 1960; Yamafuji and Osajima, 1961;
Yamafuji, 1965). All these agents may induce very se-
rious organic damage (Walsche, 1953; Webster and
Davidson, 1956; Watanabe et al., 1969; Visiiovsky,
1998) and in the cases of high ammonia concentrations
death (Sutiak and Sutiakova, 1980, 1988a; Bato, 1998).

These serious effects (Gustin et al., 1994; Urbain et
al., 1994, 1998) are reasons why physicians, veterinari-
ans, and some other professionals are very worried
about ammonia, especially after exposure of animals
and humans to its high doses. Glutamic acid is one of
the principal metabolites which take part not only in
ammonia metabolism, but also in the physico-chemical
balance of metabolites in various animal species
(Devlin, 1992; Urich, 1994, Stryer, 1996).

The purpose of the article was to verify the protec-
tive effect of two forms of glutamic acid against am-
monia intoxication in sheep, induced by urea.

MATERIAL AND METHODS

In our experiments we used 20 Slovak Merino sheep
36.5 4.0 kg b.w., aged 3.5 years. Twelve hours before
the experiments and also during the experiments all the
sheep starved, but they had free access to water. The
experiments were carried out with 2 groups, one con-
trol (glu) and one experimental (glu-Na) with 10 sheep
in each. Every sheep in either of the 2 groups has been
treated orally with 0.5 g of 17% solution of urea/kg
b.w. Moreover each sheep in the first control group
received in addition to urea an equimolar quantity 15%
glu. The precise quantity of non-buffered glutamic acid
and glu-Na had been calculated according to ammonia
which may be released from urea after its complete
hydrolysis. Furthermore, the second experimental group
of sheep also received orally apart from urea an equi-
molar quantity of glutamic acid buffered with sodium
hydroxide solution to pH 7.0 similarly to the above.

The concentration of ammonia in rumen fluid and in
blood, as well as the pH value of rumen fluid and urea
in blood plasma have been determined in accordance
with methods and conditions described elsewhere (Su-
tiak and Sutiakova, 1988a, b). The measurements of the
pH value of rumen fluid were conducted with a pH
meter (Radelkis, Budapest) using the type OP-264. The
determine blood ammonia concentration a spectro-
photometric procedure was used with Nessler’s reagent.
The content of blood plasma urea was measured by the
urease procedure in combination with microdiffusion,
and it was also used to determine the ammonia in ru-
men fluid. The evaluation of the statistical significance
of these results has been conducted according to the
procedure described by Polagek (1996).

VET. MED. - CZECH, 44, 1999 (8): 229-232

RESULTS AND DISCUSSION

Initial levels of the metabolites observed and pH
values agree well with the data published earlier (Su-
tiak et al., 1981; Sutiak and Sutiakova, 1988a, b).

The pharmacological indices of the effect of two glu
forms on rumen fluid and on blood are given in Tab. I.
The overall view of the results obtained demonstrates
that glu takes part in the detoxification of ammonia in
sheep. It is not surprising because glu is quickly assimi-
lated by an animal’s metabolism (Egan and Black,
1968; Lehninger et al., 1993; Holum, 1998). Although
glu-Na may act quickly in the ammonia metabolism
too, it was not able to effectually prevent sheep from
an increase of pH value in the rumen fluid, and from
hyperammonaemia. In the experimental group with
a combination of urea and glu-Na, one sheep died. In
the poisoned sheep, we observed sommolence and
tremor at the begining, and later on lying down, hyper-
salivation, trism, hyperventilation, tachycardia, tonic-
-clonic convulsions and finally death. The occurrence
of the clinical symptoms in poisoned animals agreed
well with the data given by Bartik (1991).

In contrast to the situation described above in the
control group of sheep with combination of glu and
urea we registered lower pH value of rumen fluid,
lower concentration of ammonia in blood and the ab-
sence of ammonia toxicity symptoms in all members of
this group. This response was very similar to our earlier
results observed in experiments with acetic, propionic,
citric, and orthophosphoric acids (Sutiak et al., 1981;
Sutiak and Sutiakov4, 1988a). We can explain this highly
preventive effect of glu except by detoxication via me-
tabolism and also by the decrease in the pH value of
rumen fluid and by the concomitant ionization of am-
monia to ammonium hydroxide in accordance with the
information of Warren and Nathan (1958), Warren and
Schenker (1963), Sutiakova and Sutiak (1988b), and
Bartik (1991). After ionization and the transformation
of ammonia to ammonium, the former cannot penetrate
from rumen to blood. That is why we observed a higher
concentration of ammonia in rumen fluid and its lower
concentration in blood in the case of glu group of sheep
compared with the glu-Na experiments.
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REVIEW ARTICLE PREHLED

INSERTION SEQUENCES OF MYCOBACTERIA AND THEIR USE
IN THE STUDY OF EPIDEMIOLOGY OF MYCOBACTERIAL
INFECTIONS”

INZERCNI SEKVENCE U MYKOBAKTERII A JEJICH VYUZITI PRI
STUDIU EPIDEMIOLOGIE MYKOBAKTERIALNICH INFEKCI

L. Dvorskél, M. Havelkovéz, M. Barto's’3, J. Bartll, I. Pavlik'

lVeterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
2State Health Institute, Prague, Czech Republic
3Biovendor-Laboratt:uy Medicine, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: The current studies on human and veterinary epidemiology have highly contributed to the detection of specific,
small and mobile elements of the DNA - insertion sequences (IS). These sequences were: IS900 in Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis, IS6110 in M. tuberculosis, and IS90] in M. avium complex. It has been ten years since the
discovery of mycobacterial insertion sequences. Accordingly, the aim of this abstract was to present a summary of various
research aspects and utilization of insertion sequences in mycobacteriology. The discovery, composition and function of IS
are described in the introduction part. Priority has been given to the insertion sequences found in M. avium complex: 15902,
IS1245, IS1311, IS1110, IS1141, IS1613; in M. tuberculosis: ISI081; and in some opportunic pathogenic mycobacteria (M.
smegmatis, M. kansasii and M. fortuitum). The last section of the article deals with the use of insertion sequences in
epidemiological and epizootological studies of mycobacterial infections caused by M. ruberculosis, M. bovis, M. a. paratu-
berculosis, and M. avium complex.

mycobacteria; insertion sequence; DNA-typing; epidemiology

ABSTRAKT: Studium humaénni a veterinarni epidemiologie znaénym zpusobem ovlivnil objev specifickych inzerénich
sekvenci (IS), coZ jsou malé, mobilni elementy DNA. U mykobakterii to byly zvl4$t& IS900 u Mycobacterium avium subspe-
cies paratuberculosis, IS6110 u M. tuberculosis a 1S901 u kment komplexu M. avium. Od objeveni prvni mykobakteridlni
inzeréni sekvence uplynulo vice ne% 10 let. Clének shrnuje riizné aspekty vyzkumu a vyuZiti inzer&nich sekvenci v myko-
bakteriologii. V tvodni asti je popisovan objev, stavba a jejich funkce. V dal3ich kapitolich jsou kromé& vy$e uvedenych
inzer¢nich sekvenci bliZe charakterizovdny pfedev3im ty, které se vyskytuji u kmeni komplexu M. avium 15902, IS1245,
IS1311, IS1110, IS1141 a IS1613, u kmend komplexu M. tuberculosis IS1081 a kone¢né inzer¢ni sekvence nékterych pod-
minéné patogennich mykobakterii (M. smegmatis, M. kansasii a M. fortuitum). V posledni &asti €lanku je shrnuto vyuZiti
inzer¢nich sekvenci pfi studiu epidemiologie a epizootologie mykobakteridlnich infekci zpisobovanych M. tuberculosis, M.
bovis, M. a. paratuberculosis a mykobakteriemi komplexu M. avium.

mykobakterie; inzer¢ni sekvence; DNA-typizace; epidemiologie

CONTENTS

1. Introduction (Dvorska)

2. General characteristics of IS (Dvorsk4)
2.1. Composition of IS elements
2.2. Function of IS

* Supported by the National Agency for Agricultural Research in Prague (Grants No. EP 0960006087 and EP 7172/97) and the Internal Grant
Agency of the Ministry of Health of the Czech Republic (Grant No. 42113/97).
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3. Insertion sequences of M. avium complex (Dvorska, Pavlik)
3.1 18900 in M. a. paratuberculosis
3.2. IS in M. avium complex (Dvorska, Pavlik)
3.2.1. Precise characteristics of 1S901 and 15902
3.2.1.1. Relationship between IS901 and the serotypes of M. avium komplex
3.2.1.2. Correlation between the presence of IS90/ and the virulence for birds
3.2.2. Precise characteristics of 151245
3.2.2.1. The advantage of /51245 in epidemiology
3.2.2.2. Relationship between IS1245 and the serotypes of M. avium complex
3.2.3. Characteristics of IS1311
3.2.4. IS1110 in M. avium complex
3.2.5. Characteristics of IS/613
3.2.6. Characteristics of IS//41
3.3. IS in the strains of M. tuberculosis (Havelkova, Barto¥, Dvorskd)
3.3.1. IS6110 in the strains of M. tuberculosis
3.3.2. Characteristics of IS1081 in M. bovis
3.4. Other IS in the remaining species of mycobacteria (Dvorska)
3.4.1. IS in M. smegmatis
3.4.2. IS1652 in M. kansasii
3.4.3. IS6100 in M. fortuitum
4. Application of IS in the epidemiological and epizootological studies of mycobacterial infections
(Havelkova, Barto§, Pavlik, Dvorska)
4.1. Use of IS6110 in molecular epidemiology of M. tuberculosis (Havelkova, Barto§)
4.1.1. Utilization of IS61/0 in the epidemiology of tuberculosis
4.1.1.1. Study of the reactivation of tuberculosis
4.1.1.2. Research into the spread of M. tuberculosis in human population
4.1.2. Survey of the transmission, spread and circulation of M. tuberculosis in the Czech Republic
4.1.2.1. Study of the prevalence of the disease
4.1.2.2. Analysis of suspected microepidemics
4.1.3. Other uses of IS6/10 in the complex of M. tuberculosis
4.2. Molecular epidemiology of M. bovis (Dvorska)
4.2.1. Utilization of RFLP with different probes
4.2.2. Relationship between a definite DNA type of M. bovis and the host
4.3. Molecular epidemiology of M. a. paratuberculosis (Pavl1ik)
4.3.1. Application of various restriction endonucleases
4.3.2. Proposal for the standardization of methods
4.3.3. Molecular epizootology of paratuberculosis in the Czech Republic and the Slovak Republic
4.3.4. Study of the spread of the disease among ruminants
4.3.5. Molecular epidemiology of strains isolated from infected imported ruminants and autochthons
4.3.6. Molecular epidemiology of sheep
4.3.7. Molecular epidemiology of wild ruminants
4.3.8. Identification of M. a. paratuberculosis strains from patients with Crohn’s disease
4.4, Molecular epidemiology of M. avium complex (Dvorska, Pavlik, Bartl)
4.4.1. RFLP of M. avium complex with 1S90/
4.4.1.1. Use of IS901 in the study of epizootology and epidemiology
4.4.1.2. RFLP analysis of various serotypes
4.4.1.3. RFLP examination of field strains
4.4.2. RFLP of M. avium complex with IS1245
4.4.3. PCR with the primers derived from IS1110
5. Conclusion (Dvorska)

OBSAH

1. Uvod (Dvorsk4)

2. Objev a obecna charakteristika IS (Dvorsk4)
2.1. Stavba IS elementi
2.2. Funkce IS

3. Mykobakteridlni IS (Dvorska, Pavlik)
3.1. 1S900 u M. a. paratuberculosis
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3.2. IS u kment komplexu M. avium (Dvorskéd, Pavlik)
3.2.1. BliZ3i charakteristika 1S90/ a 15902
3.2.1.1. Vztah mezi IS90! a sérotypy komplexu M. avium
3.2.1.2. Korelace mezi pfitomnosti /S90! a virulenci kmenl pro ptaky
3.2.2. BliZ&i charakteristika IS1245
3.2.2.1. Vhodnost /51245 pro epidemiologické studie
3.2.2.2. Vztah mezi IS1245 a sérotypy komplexu M. avium
3.2.3. Charakteristika IS1311
3.2.4. IS1110 u kmeni komplexu M. avium
3.2.5. Charakteristika IS/613
3.2.6. Charakteristika IS1141
3.3. IS u kment komplexu M. tuberculosis (Havelkovéd, Barto§, Dvorskd)
3.3.1. IS6110 u kmeni komplexu M. tuberculosis
3.3.2. Charakteristika IS/081 u M. bovis
3.4. Ostatni IS u jinych druhti mykobakterii (Dvorska)
3.4.1. IS u M. smegmatis
3.4.2. ISI652 u M. kansasii
3.4.3. IS6100 u M. fortuitum
4. VyufZiti IS pfi studiu epidemiologie a epizootologie mykobakteridlnich infekci
(Havelkova, Barto¥, Pavlik, Dvorskd)
4.1. IS6110 v molekularni epidemiologii M. tuberculosis (Havelkova, Barto§)
4.1.1. Moznosti praktického vyuZiti IS61/10 v epidemiologii bacilarni tuberkulézy
4.1.1.1. Studium reaktivace tuberkul6zy
4.1.1.2. Studium Sifeni M. tuberculosis v lidské populaci
4.1.2. Studium pienosu, §iteni a cirkulace kment M. tuberculosis v Ceské republice
4.1.2.1. Prevalen¢ni studie
4.1.2.2. Analyza suspektnich mikroepidemii
4.1.3. Dalsi vyuZiti IS6110 v komplexu M. tuberculosis
4.2. Molekularni epidemiologie M. bovis (Dvorska)
4.2.1. VyuZiti metody RFLP s riznymi sondami
4.2.2. Vztah urcitého DNA typu kmene M. bovis k hostiteli
4.3. Molekuldrni epidemiologie u kmeni M. a. paratuberculosis (Pavlik)
4.3.1. PouZivani riznych restrik&nich endonukledz
4.3.2. Navrh standardizace metody
4.3.3. Molekularni epizootologie paratuberkulézy v Ceské republice a Slovenské republice
4.3.4. Studium §ifeni nakazy uvnitf stada preZvykavci

4.3.5. Molekularni epidemiologie kmenti izolovanych od infikovanych importovanych a ptivodné

chovanych prezvykavci
4.3.6. Molekularni epidemiologie v chovu ovci
4.3.7. Molekulérni epidemiologie u divokych preZvykavci
4.3.8. Identifikace kment M. a. paratuberculosis od pacientti s Crohnovou chorobou
4.4. Molekularni epidemiologie u kmenii komplexu M. avium (Dvorské4, Pavlik, Bartl)
4.4.1. RFLP u kment komplexu M. avium s 1S901
4.4.1.1. VyuZiti IS901 pfi studiu epizootologie a epidemiologie
4.4.1.2. RFLP analyza sérotypovych kment
4.4.1.3. RFLP analyza terénnich kment
4.42. RFLP u kmenu komplexu M. avium s I1S1245
4.43. PCR s primery odvozenymi od IS/110
5. Zavér (Dvorska)

Seznam pouzitych zkratek:

IS — insertion sequence (inzer&ni sekvence)

DNA - deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

ORF - Open Reading Frame (otevieny &teci ramec)

FR - Flanking Region (pfilehla oblast)

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (polymorfismus délky restrik&nich fragmentii)
REA - Restriction Endonuclease Analysis (analyza $tépenim restrikénimi endonukledzami)

PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis (pulzni gelova elektroforéza)
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bp — base pair (pary bazi)
DR - direct repeat (pfim4 repetitivni sekvence)

PGRS - polymorphic GC-rich repeat sequence (polymorfni repetitivni sekvence bohatd na GC nukleotidové baze)
MPTR - major polymorphic tandem repeat (vyznamna polymorfni tandemova repetice)
RE — restriction endonuclease (restrikéni endonukleaza)

PCR
1. UVOD

Za poslednich vice nez sto let byly dikladné pro-
studovdny metody klasické mikrobiologie urené pro
blizsi identifikaci jednotlivych pivodet riznych bakte-
ridlnich infekci. Od objevu struktury DNA 2. dubna
1953 biologem Watsonem a fyzikem Crickem (Watson
a Crick, 1953) se vSeobecné zacaly pouZivat metody
analyzy DNA. Nejinak tomu bylo i v oboru mykobak-
teriologie. V soucasné dobé jsou pro blizsi identifikaci
a typizaci mykobakteridlnich kmend jednoho druhu
k dispozici rizné metodiky studujici DNA. Podrobn&
o nich pojedndva piehledny ¢lanek autord Rychlika
a Pavlika (1997).

Soucasti DNA vétsiny organismu jsou malé mobilni
genetické elementy obsahujici pouze geny souvisejici
s inzerénimi funkcemi. Byly oznaleny jako inzeréni
sekvence (IS). Jejich vloZeni do strukturnich genu zpu-
sobuje inzeréni mutace.

V poslednich nékolika letech zna¢né stoupl zdjem
o vyzkum IS z mnoha divodi. Jednim z nejvyznamnéj-
Sich je jejich vyuZiti pfi studiu epidemiologie vétSiny za-
vaZznych infek&nich onemocnéni. Rada ptehlednych &lanka
o IS popisuje jejich stavbu, funkci a vyuZiti u riznych
pavodct onemocnéni (Green aj., 1989; Collins, 1991;
van Embden aj., 1993). Ve studiu mykobakteridlnich
infekci pfinesl zasadni zlom objev prvni mykobakteri-
lni inzeréni sekvence IS900 u Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (Green aj., 1989). V nasle-
dujicim obdobi se zacalo vyuZivat studia polohy a pog-
tu kopii t€chto IS v molekularni epidemiologii jednot-
livych vyznamnych mykobakteridlnich druhi.

Cilem tohoto ¢lanku je seznamit Ctenafe se struktu-
rou, funkci, vyskytem a vyuZivanim inzer&nich sekven-
ci (IS) pfi studiiu humdanni a veterinarni epidemiologie
vyznamnych mykobakteridlnich druht.

- polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

2. OBJEV A OBECNA CHARAKTERISTIKA IS

Inzeréni sekvence byly poprvé detekovany v polovi-
né 60. let jako puvodci silné ,polarni mutace” v lac
a gal operonech Escherichia coli K12 (Saedler a Star-
linger, 1967). V pritbéhu dalsich let bylo identifikova-
no a charakterizovano mnoho dalSich IS, pfi¢emZ do
roku 1998, jak uvadi Mahillon a Chandler (1998), jich
bylo u mykobakterii celkem popsédno 28 (tab. I). Dalsi
informace tykajici se IS je moZné ziskat v mezinarodni
databazi sekvenci IS http://pc4.sisc.ucl.ac.be/is.html.

2.1. Stavba IS elementd

Pfi studiu stavby IS byly zji§tény tyto charakteristic-
ké vlastnosti:

IS jsou relativné malé genomové elementy, jejichZ
velikost se pohybuje v rozmezi od 0,7 do 2,5 kbp.

V genomu mnoha druht bakterii se nachdzeji v po¢-
tu kopii od jedné do nékolika set.

Obsahuji ¢asto kromé jednoho hlavniho otevieného
Cteciho rdmce (open reading frame — ORF), ktery ko-
duje enzym transpondzu, vice nez dva vedlejsi ORF.

Typické IS jsou na koncich ohraniéeny obracenymi
repeticemi (10 aZ 40 bp), ke kterym se vazi pfiléhajici
oblasti (flanking regions — FR).

Na zékladé struktury jsou IS rozdéleny na typické
(klasické) IS s obrdacenymi koncovymi repeticemi
a atypické IS, které nemaji obricené koncové repetice.
V tab. II jsou na zédkladé struktury stru¢né charak-
terizovdny vyznamné mykobakteridlni IS vyskytujici se
u druht M. tuberculosis, M. a. paratuberculosis
a M. avium komplex, které mohou byt vyuZivany
v epidemiologii mykobakteriéz. V tab. III jsou uvede-
ny nékteré dal§i IS u vybranych druh@i podminéné pa-
togennich mykobakterii.

I. Piehled dosud popsanych IS u rodu Mycobacterium (Mahillon a Chandler, 1998) — A summary of IS described until now in the genus

Mycobacterium (Mahillon and Chandler, 1998)

Mykobakteridlni komplex/drub/poddruh’

Inzeréni sekvence

2

M. tuberculosis komplex
M. avium komplex

M. smegmatis

186110, 1S986, 1S987, IS1081, 1S1547, ISMt1, ISMi2, ISMi3
15900, 1S901, 1S902, IS1245, IS1311, IS1110, IS1141, ISI613
IS1137, IS1549, 1S6120, I1S1096

M. branderi IS1408
M. gordonae IS1511, 1S1512
M. fortuitum IS6110
M. celatum 151407
M. xenopi IS1395
M. kansasii IS1652, IS@

lmyt:obm:ten'al complex/ Zinsertion

P P
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II. Charakteristika vyznamnych mykobakteridlnich /S u druhi komplexu M. tuberculosis, M. avium komplex a M. a. paratuberculosis —

Description of important mycob ial /S in the sp of M. tuberculosis M. avium plex and M. a. paratuberculosis
1
Is D(ﬂ;;‘ :::55 Pavod® IS Charakieristika® Citace’
Mycobacterium tuberculosis komplex
: - o %
16110" | 1355 | 025 | M. wberculosis | gosokd IS prbwand 153 tidy enterobakterif®, | oy a5, (1990)
15986" | 1358 | 0-25 | M. mberculosis 'g::‘scﬁk'g(g;':’;'f““ 153:Widy;caterobakterif, McAdam aj. (1990)
15987° | 1355 | 0-25 | M. bovis BCG o i i A S Hermans aj. (1991)
IS1547 | 3627 ? M. wberculosis GenBank Y 16254 Fang aj. (1999)
{ v 7 . 1)
151081 | 1324 | 57 | M. bovis e iy A 1’2372056- Staphylococeus | coyling a Stephens (1991)
Mycobacterium avium komplex (MAC)
atypicka IS pfibuzna® IS110 Staphylococcus i
15901 1472 2-8 MAC coelicolor, GenBank X59272 Kunze aj. (1991)
15 atypicka IS pfibuznd IS110 Staphylococcus g

15902 1470 10-12 M. a. silvaticum coelicolor GenBank X58030 Moss aj. (1992)

% atypicka IS pfibuzna IS110 Staphylococcus .
IS1110 1457 0-15 MAC coelicolor GenBank Z28969 Hernandez Perez aj. (1994)
151245 1313 3-27 MAC klasickd IS pfibuzna IS/08] GenBank L33879 Guerrero aj. (1995)
1301 | 1317 | >3 | MACMa avium | KISk I3 plibuznd [S1245 (83% homologie) | gy oj: (1995)
151613 1453 <8 MAC data doposud nepublikovina, pfipraveno k tisku’ | Bull aj. (1998)
IS1141 1 596 ? M. intracellulare GenBank 110239 Via aj. (1995)
Mycobacterium paratuberculosis (MP)

T atypicka IS pribuzna IS110 Staphylococcus <

15900 1 451 15-20 | MP coelicolor GenBank X16293 Green aj. (1989)

Vysvétlivky — Explanatory notes:

* IS se li§i pouze malym poctem bp a jsou proto povaZoviny za stejny element - IS differ in a low number of bp only, so they are taken as
the same element

** tfida /S3 zahrnuje vice nez 80 IS (objevenych u 40 bakteridlnich druht) s charakteristickou délkou 1 200 aZ 1 500 bp a obricenymi
koncovymi repeticemi v rozmezi 20 aZ 40 bp - class of /S3 comprises more than 80 IS (detected in 40 bacterial species) with a typical
length of 1 200-1 500 bp and reverse end repetitions ranging between 20 and 40 bp

*** tfida IS256 zahrnuje 33 IS, jejichZ délka se pohybuje v rozmezi | 298 bp aZ | 486 bp, délka obricenych koncovych repetic je 24 aZ
41 bp (vétsina z IS této tiidy obsahuje pfimé repetice dlouhé 8 aZ 9 bp) — class of /5256 comprises 33 IS, their length is in the range of
1 298-1 486 bp, the length of reverse end repetitions is 24—41 bp (the bulk of IS in this class contain direct repetitions 8-9 bp in length)

'length, 2number of fingerprints, 3s origin, "descriplion. Sreference, Sclassical IS related to IS3 of enterobacterium class, "classical IS related
to, “atypical IS related to, “data not published before now, ready to be published

h

III. N&které IS u vybranych druhti podminéné patogennich mykobakterii — Some IS in sel P of cc lly pathog myco-
bacteria
1
Is Délka™ | pozer kopit? Pivod? IS Charakteristika® Citace’
(bp) i
Ko ; neiiplné obricené repetice®, ohranigené’ 8 bp e s
151096 2275 variabilni M. smegmatis DR, GenBank M76495 Cirillo aj. (1991)
st obrécené koncové 24 bp repetice'’, ohranicené ; :
156120 1500 >3 M. smegmatis 9bp DR, GenBank M69182 Guilhot aj. (1992)
151137 | 1361 | nepublikovno Z R IS tfidy 153!, GenBank X70913 Garcia aj. (1994)
; i el2
151652 947 111 M. k neob:ah:uc koncové obricené repetice'”, Yang aj. (1993)
G L11041
156100 880 2 M. fortuitum IS tfidy 1S6"'3, GenBank X53635 Martin aj. (1990)

Vysvétlivky — Explanatory notes:

* tfida IS6 je sloZena ze 45 rliznych IS s délkou v rozmezi 789 aZ 880 bp a obricenymi repeticemi dlouhymi 15 a% 20 bp (pfimé repetice
jsou dlouhé 8 bp) — IS6 class consists of 45 different IS with their length ranging between 789 and 880 bp, and of reverse repetitions 15-20 bp
in length (the length of direct repetitions is 8 bp)

For 1-5 see Tab. II, Svariable, 7unpublished. nincomplele reverse repetitions, Nlimited by, Yreverse end 24 bp repetitions, 1S of IS3 class,
it does not contain any end reverse repetitions, 1315 of 156 class
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2.2. Funkce IS

S IS elementy se lze setkat coby s transpozony &i
transponovatelnymi elementy, které se projevuji synté-
zou transpondazy, ktera je kddovana genem tnp. Trans-
pondza rozpoznava koncové obricené repetice transpo-
zonu, ve kterych $tépi DNA. RovnéZ $tépi cilovou
sekvenci, do které bude IS vloZena. Do téchto cilovych
sekvenci potom prenasi isek DNA pfisluSici IS.

Kromé vySe uvedené existence ORF byly v nékte-
rych pripadech (Chandler a Fayet, 1993) objeveny ge-
ny pro syntézu proteini nebo RNA transkripty, které
autoreguluji transpozici.

Neékteré IS mohou byt replikovédny a transponovany
nezdvisle na chromozomalni replikaci. Bylo popsdno
piemistovéni IS710 kmene Streptomyces coelicolor A3
tiidy aktinomycet (Bruton a Chater, 1987). Tato IS110
je znamym obcasnym ,cestujicim* na mirném fagu
C31, ze kterého je transponovana do bakteridlni chromo-
zomélni DNA.

3. MYKOBAKTERIALNI IS

Prvni mykobakteriélni IS byla objevena v roce 1989
za zna¢né dramatickych okolnosti v laboratofi Prof.
Hermon-Taylora v St’George Hospital v Londyné. Ke
konci feSeni zasadniho grantového projektu se podafilo
v laboratofi identifikovat a charakterizovat IS900
u druhu M. a. paratuberculosis (Green aj., 1989). Tim
byla zachranéna existence laboratore, kterd dodnes in-
tenzivné pokracuje v dal§im vyzkumu, zejména v ob-
lasti molekularni biologie M. a. paratuberculosis a M.
avium. V nasledujici ¢4sti bude popsano pfedev§im vy-
uZiti IS pfi studiu epidemiologie zdvaZnych mykobak-
teridlnich infekci lidi a zvirat.

3.1. IS900 u M. a. paratuberculosis

IS900 patii mezi atypické bakterialni IS. Ma vSak
piimé pfiléhajici oblasti. ProtoZe se samotna 1S900 ne-
duplikuje, je ziejmé, Ze se IS900 nemiZe transponovat
Zadnym mechanismem navrZenym pro klasické IS ele-
menty E. coli. Vykazuje vSak uréity stupeii specifity
cilové rozpoznavaci sekvence (viz kapitola 3.2.1.).

IS900 ma velikost 1 451 bp. Jeden ORF (ORF1197)
kéduje protein sloZzeny z 399 aminokyselin oznageny
jako p43. Na komplementarnim fetézci ke genu p43
v IS900 byl detekovén druhy ORF (oznaen ORF2).
ORF?2 je dlouhy 1 452 bp a kéduje protein sloZeny ze
484 aminokyselin, ktery se pravdépodobné ucastni
transportu Zeleza (Doran aj., 1997).

Vyskyt IS900 je omezen pouze na genom M. a. pa-
ratuberculosis, kde se vyskytuje v 15 aZ 20 rozptyle-
nych kopiich (Green aj., 1989; Pavlik aj., 1999a).
Z epidemiologického hlediska je tedy IS900 vysoce
stabilnim, signdlnim markerem vyuZivanym k presné
identifikaci M. a. paratuberculosis metodou PCR. Roz-
manité lokalizace a podty IS900 na genomu jsou pak
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vyuZiviny v metodé RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphism (Kunze aj., 1991, 1992; Pavlik
aj., 1995, 1999a).

Zikladnim predpokladem pro vyuZiti metody RFLP
v epizootologické studii je stabilita RELP typu urgitého
sledovaného kmene, tedy stabilnost polohy IS900 na
genomu M. a. paratuberculosis. Schopnost transpozice
specifické sekvence IS900 pro M. a. paratuberculosis
byla popsana po jejim preneseni do genomu M. smeg-
matis (England aj., 1991). Vysledky z vy3etfeni meto-
dou DNA fingerprinting 19 subkultur jednoho kmene
viak sv&d&i pro stabilitu této sekvence (Pavlik aj.,
1999a). Také po pasdZi pres infikované zvife je zacho-
van stejny RFLP profil kment M. a. paratuberculosis
(Whipple aj., 1990).

3.2. IS u kmeni komplexu M. avium

Na zikladé povrchovych antigeni je komplex M.
avium délen na 28 sérotypi (Wolinsky a Schaeffer,
1973.). Z veterinarniho hlediska jsou nejvyznamnéjsi
kmeny sérotypii 1, 2 a 3, které vétSinou vyvolavaji ge-
neralizovanou tuberkulézu ptdku, pfipadné jinych dru-
ha zvifat. Kmeny ostatnich sérotypi jsou pro drubez
neviruletni (Pienning aj., 1972). Pfitom nékteré séroty-
py (4, 6, 8, 9) byvaji izolovany od zvifat (zejména
prasat), z vnéj§iho prostfedi a od lidi (Meissner a Anz,
1977; Kunze aj., 1991; Ritacco aj., 1998). Pro fesSeni
epidemiologickych otizek se osvéd¢ilo vyuZivat druho-
vé specifickych IS.

Zdravotni vyznam kmentd komplexu M. avium stou-
pa jak v lidské, tak ve zvifeci populaci (Pavlik aj.,
1999b). Proto je tento pivodce v soucasné dobé inten-
zivné zkouman, a to pfedev§im metodami molekularni
biologie. Dnes je popséno jiz nékolik specifickych IS
pro kmeny tohoto puivodce.

3.2.1. Bliz8i charakteristika 1S901 a 15902

Jako prvni z téchto IS byla objevena 1S90 (Kunze
aj., 1991). Byla prokédzéna u tzv. kmeni ,wood pige-
on“, které byly pozdé&ji zafazeny ke druhu M. avium
subsp. silvaticum (Thorel aj., 1990). Jeji velikost Cini
1 472 bp, pfiemZ obsahuje jeden otevieny Cteci ramec
(ORF1), ktery kéduje protein sloZeny ze 401 aminoky-
seliny (Kunze aj., 1991).

Sekvence IS901 maji pfiléhajici oblast dlouhou
300 bp (FR300bp). V jednotlivych kopiich FR, které
ohranicuji jednotlivé IS90! rozptylené po genomu,
existuji men3f sekvenéni rozdily, které maji za nasledek
polymorfismus kmend komplexu M. avium (Kunze aj.,
1991). UvaZuje se o tom, Ze se tyto kritké sekvence mo-
hou zapojit do integrace IS elementii rekombinaci spolu
se sekvenci TTCCTT, ktera je pfitomna v cilovém mis-
t& (lokusu pro IS901) a také na levém konci elementu
15901.

Prakticky soudasn& byla v laboratofi Prof. Hermon-
-Taylora objevena IS902 vykazujici s 1S90/ 98% homo-
logii (Moss aj., 1992). Na komplementarnim fetézci ke
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genu pro transpondzu se nachazi ORF2 dlouhy 1 431
bp, ktery kéduje protein o sekvenci 477 aminokyselin.

Stabilita vyskytu IS90] u kment izolovanych pfede-
v3im z klinického materidlu veterinarnich laboratofi
(ptéci, domdci zvifata, prostfedi stdji) se vyuZiva
k rychlé diagnostice metodou PCR (Pavlik aj., 1999c).
Z predb&Znych vysledku ziskanych v nasi laboratofi
pii testovani 84 kmenu komplexu M. avium izolova-
nych od prasat, lidi, ptakd a referenénich sérotypovych
kment, lze potvrdit pfitomnost 2 aZ 13 kopii IS901,
které na genomu poprvé detekovali Kunze aj. (1991).

3.2.1.1. Vztah mezi IS901 a sérotypy komplexu M. avium

V epidemiologické studii autor Ritacco aj. (1998)
byly kmeny komplexu M. avium rozdéleny na zikladé
pritomnosti rizného poctu a polohy IS7245 na genomu
ve vztahu k sérotypu. Molekularni analyza v podstaté
odpovidala vysledkim sérotypizace. Sérotypy 1 aZ 3
vytvéfely po hybridizaci se sondou IS1245 nédpadné
DNA profily, které se sklddaly ze tfi pruhi a byly na-
chazeny s pozoruhodnou homogenitou u viech ptacich
izolati pochazejicich ze dvou kontinentd. Proto byl
tento RFLP typ oznalen jako ,,aviarni typ*.

3.2.1.2. Korelace mezi p¥itomnosti IS901 a virulenci
kmeni pro ptiky

Podle vysledku autori Kunze aj. (1991) byla 15901
prokdzdna v DNA kment komplexu M. avium izolova-
nych z ptiku a dalSich zvifat. Nebyla viak detekovana
v DNA Zadného izolatu od pacienti s HIV/AIDS
a z vnéjSiho prostfedi (Kunze aj., 1991). Pfitomnost
IS901 v genomu kmenu koreluje s jejich vyssi virulen-
ci pro my$i BALB/c, u kterych doslo k pomnoZeni
téchto kmenii ve slezing a jatrech s néasledujici prolife-
raci do tkané (Kunze aj., 1992).

V nasi laboratofi jsme za G¢elem posouzeni korelace
mezi pfitomnosti IS901 a virulenci pro ptiky paralelné
vySetfili 720 kmeni metodou PCR a biologickymi po-
kusy na kuficich (Pavlik aj., 1999c). Zjistili jsme, Ze
z téchto 720 kmenti bylo virulentnich pro kufice v biolo-
gickém pokusu (generalizovana tuberkul6za) 148 kment,
z nichZ 99,2 % obsahovalo IS901. Ostatnich 544 kme-
ni bylo pro kufice nevirulentnich, pfi¢emZ u 16
(3,0 %) kment byla prokazana I5901.

3.2.2. BliZ8i charakteristika IS1245

K bliZ8i identifikaci kmeni komplexu M. avium
(MAC) je v souasné dob& vyuZivano studia pfitom-
nosti IS1245 (Guerrero aj., 1995; Ritacco aj., 1998).
Tato IS s velikosti 1 313 bp (v&etn& koncovych obra-
cenych repetic) patfi do skupiny typickych /8.

3.2.2.1. Vhodnost IS1245 pro epidemiologické studie

Vyskyt IS1245 je omezen na druhy komplexu M.
avium, M. a. paratuberculosis a kmenl ,,wood pigeon*.
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Kmeny M. intracellulare tento genomovy element zce-
la postradaji (Guerrero aj., 1995; Bono aj., 1995). Ve
velkém poétu kopii (vice nez 20) je nachézen v izola-
tech od lidi a prasat. Naproti tomu u kmeni komplexu
M. avium virulentnich pro dribeZ (obsahujicich 1S901)
byly objeveny pouze tfi kopie tohoto elementu (Bono
aj., 1995; Ritacco aj., 1998; Dvorska aj., 1999). Gene-
ticka stabilita a spolehlivost IS1245 jako epidemiolo-
gického markeru pro vétSinu klinickych izolati byla
potvrzena shodnymi fingerprinty ziskanymi v pétile-
tém intervalu od péti pacienti (Ritacco aj., 1998).

1S1245 byla rovnéZ prokédzana u kmenu M. a. para-
tuberculosis (Ritacco aj., 1998), kdy se ziskané RFLP
typy nejvice podobaly RFLP typtiim u kmenii komplexu
M. avium sérotypu 9. Pfitomnost IS/245 u kmenu M.
a. paratuberculosis opodstatiiuje tedy zafazeni tohoto
poddruhu k druhu M. avium, jak bylo jiZ navrZeno kon-
cem 80. let (Thorel aj., 1990).

3.2.2.2. Vztah mezi IS1245 a serotypy komplexu
M. avium

Kmeny sérotypu 4 aZ 6, 8 aZ 11, 21

VétSina humannich izolatd, které patfily k séroty-
pim 4, 6 a 8, vytvéfela polymorfni RFLP profily o 6 aZ
20 pruzich. Byly oznaceny jako ,,neaviarni* RFLP typy
(Ritacco aj., 1998). Rozs4hla diverzita RFLP typil byla
rovnéZ pozorovina mezi izolaty z prasat. Tyto izolaty
vytvarely jak ,aviarni“, tak ,neaviarni* RFLP typy.
IS1245-fingerprinty izolatl z jelena a ovce byly ,aviar-
niho* RFLP typu. Pfitomnost ,avidrniho* RFLP typu
v izolatech prasat, ovce, jelena a jednoho &lovéka ved-
la k tvaze, Ze skupina kmeni, vytvafejici uvnitf kom-
plexu M. avium pozoruhodny konzervativni taxon, je
potencidlnim patogenem pro savce (Ritacco aj., 1998).

Kmeny sérotypu 7, 12 aZ 20, 22 aZ 28

Kmeny téchto sérotypi neobsahuji IS1245, &imZ se
zna¢né znesnadfiuje jejich bliZsi identifikace (Bono aj.,
1995; Guerrero aj., 1995).

3.2.3. Charakteristika IS1311

IS1311 vykazuje s IS1245 vysoky stupefi podobnos-
ti sekven&ni homologie — 85 % (Roiz aj., 1995). Casto
proto pfi nedodrZeni reakénich podminek dochazi
v metodé RFLP ke zkiiZené hybridizaci mezi t&€mito
elementy, coZ znacné komplikuje hodnoceni jednotli-
vych RFLP typt. Velikost této sekvence je 1 311 bp
(Garzelli aj., 1997). Na genomu se vyskytuje ve vice
neZ tfech kopiich (Roiz aj., 1995).

Tato IS sekvence se rovnéZ nachézi v izolatech pa-
cienti HIV/AIDS pozitivnich i negativnich. RFLP typy,
ziskané napfiklad po hybridizaci kmend izolovanych
od pacienti s HIV/AIDS ve Spanélsku, vykazovaly vy-

239



sokou variabilitu: vice neZ 19 riznych RFLP typi po-
zorovanych u 75 izolatd (Roiz aj., 1995).

3.2.4. IS1110 u kment komplexu M. avium

Pocatkem 90. let byla v humannich kmenech kom-
plexu M. avium objevena 1 457 bp dlouh4 IS (Hernan-
dez Perez aj., 1994). Sekvence byla identifikovéna bé-
hem studia pfitomnosti plazmidi u jednoho kmene M.
avium izolovaného od pacienta s HIV/AIDS. Na zakla-
dé zjisténé 60% homologie se sekvencemi t¥idy /5900
M. a. paratuberculosis, 1S901 a 1S902 kmeni komple-
xu M. avium a IS116 druhu Streptomyces clavuligerus
byl tento element oznaCen jako IS/7/10. Ve skuping
komplexu M. avium je vSak pro svou zna&nou mobilitu
popisovén vzécné.

3.2.5. Charakteristika IS1613

Zatim posledni objevenou IS u kmeni komplexu
M. avium je IS1613 dlouha 1 453 bp (Bull aj., 1998). Tato
sekvence byla ndhodné objevena u dvou izolati od pa-
cientd s HIV/AIDS ze Spanélska, které v metodé PCR
reagovaly jak ve Spanélsku tak i v nai laboratofi na
pritomnost /S900, charakteristické pro M. a. paratuber-
culosis (Guerrero aj., 1995). To vedlo k tvaze o exi-
stenci blizce piibuzné IS vyskytujici se u kment kom-
plexu M. avium. Na zikladé sekvenovani IS1613 byla
zjisténa 83,5% podobnost s 1S900. V uvedenych lid-
skych kmenech vytvarela sekvence rozdilné RFLP typy
sestavené z osmi kopii IS/613. Doposud byla jeji pfi-
tomnost prokdzana u lidskych kmeni ze Spanélska
a Némecka (Bull aj., 1998). V soucasné dobé jsou
v nadi laporatofi testovany kmeny od zvifat, ptaka
a z,vnéjsiho prostiedi (Bull aj., 1999).

3.2.6. Charakteristika IS1141

U kment komplexu M. avium byla detekovana sek-
vence IS/141 (Via a Falkinhamj, 1995), ktera je dru-
hové specificka jen pro M. intracellulare (serotypy 7,
12 az 20, 22 a7 28). Celkova délka DNA elementu je
1 596 bp.

Fylogeneticka pfibuznost vySe popsanych IS ele-

“mentl komplexu M. avium (MAC) je znizornéna na
obr. 1.

3.3. IS u kmeni k u M. tubercul

P

Komplex M. tuberculosis zahrnuje tyto druhy myko-
bakterii: M. tuberculosis. M. africanum, M. microti, M.
bovis a vakcinaéni kmen M. bovis BCG. Metodou DNA
fingerprinting je moZné od sebe tyto jednotlivé druhy,
pripadné kmeny, spolehlivé odliSit.

3.3.1. IS6110 u kmeni komplexu M. tuberculosis

IS6110 byla poprvé izolovana z DNA kmene M. tu-
berculosis klinického vzorku izolovaného v roce 1990
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1. Fylogenetickd pfibuznost mezi /S elementy komplexu M. avium
ziskani UPGMA analyzou pomoci software GelCompar (pfi kon-
strukci dendrogramu bylo vyuZito nukleotidovych sekvenci z NCBI
GenBank http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank) — Phylo-
genetic affinity between IS elements of M. avium complex determi-
ned by UPGMA analysis using GelCompar software (nucleotid se-
quences from NCBI GenBank http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/genbank were used to construct the dendrogram)

1% sequence homology

(Thierry aj., 1990). Je dlouha 1 360 bp a na svych
koncich obsahuje obricené repetitivni sekvence o délce
28 bp. Je specificka pro kmeny komplexu M. tubercu-
losis, pfi¢emZ u vétSiny druhi tohoto komplexu se vy-
skytuje ve vysokém pottu kopii (10 aZ 20 kopii na
genom). Naproti tomu u kmenu M. bovis se vyskytuje
v nizkém poétu (1 aZ 5 kopii na genom). Poloha 156110
v genomu neni iplné nahodild. Element se pfednostné
zaClefiuje do mista ipl, a to vidy ve stejné orientaci
(Fang a Forbes, 1997).

3.3.2. Charakteristika ISI081 u M. bovis

IS1081 byla klonovana a charakterizovana u M. bo-
vis v roce 1991 (Collins a Stephens, 1991). Tato typic-
ka IS ma délku 1 324 bp, ma 15 bp dlouhé koncové
obréicené repetice a na genomu se vyskytuje v péti az
sedmi kopiich. Pokud je pouZita jako sonda v metodice
DNA fingerprinting, vykazuji kmeny s touto IS mini-
mélni polymorfismus, z &ehoZ vyplyva nizka rozliSova-
ci schopnost. Tento fakt vede k tvaze, Ze elementy
komplexu M. tuberculosis maji limitovanou mobilitu
anebo vysoky stupefl inzeréni specifity (van Soolingen
aj., 1991, 1994). IS108] je vyuZivano k diferenciaci
divokych kmenti M. bovis od vakcina¢nich kment M.
bovis BCG.

3.4. Ostatni IS u jinych druhii mykobakterii

Z ostatnich atypickych mykobakterii byly vybrany
IS M. smegmatis, M. kansasii a M. fortuitum (tab. III).

3.4.1. IS u M. smegmatis

U druhu M. smegmatis jsme do tohoto piehledu vy-
brali tfi popsané vyznamné IS: 151096, 156120
alS1137.
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151096

Cirillo aj. (1991) integrovali plazmid pYUB2S5, obsa-
hujici gen pro beta-galaktozidazu, jednoduchym crossing-
-overem do chromozonu M. smegmatis. Vizualni scre-
ening inaktivovaného genu pro beta-galaktoziddzu vedl
k priitkazu IS ve vysledném kmeni. Tato IS, druhové
specifickd pro M. smegmatis, byla oznafena jako
IS1096. M4 délku 2 275 bp a obsahuje dva oteviené
ORF s odli$nou orientaci. Del3i z t&chto ORF kéduje
protein transponazu. Na koncich se nachazeji obrdcené
repetice o délce 25 bp.

156120

Dalsi druhové specifickou IS pro kmeny M. smeg-
metis je 1S6120, ktera se nachdzi na genomu v rizném
pottu kopii (Guilhot, 1992). Délka této sekvence je
1 500 bp, ma neiplné koncové obracené repetice, které
jsou ohranigeny 9 bp pfimou repetici. IS6120 obsahuje
dva neprekryvajici se oteviené &teci ramce (ORFA
a ORFB) se stejnou orientaci, z nichz ORFB kéduje
transponézu.

IS1137

Posledni vyznamnou IS je IS1137, ktera je pfifazo-
vana ke tfidé IS3 (Garcia aj., 1994). Tato tfida je cha-
rakterizovana svoji délkou 1 200 aZ 1 500 bp. Sekvence
je dlouha 1 361 bp a jeji konce jsou tvofeny netiplnymi
obracenymi repeticemi. Element je ohrani¢en 3 bp
dlouhou primou repetici. IS1/37 obsahuje tfi hlavni
ORF. Hostitelské rozmezi IS1137 je velice uzké, pro-
toZe dosud byla nalezena pouze u M. smegmatis a M.
chitae. Dalsi druhy mykobakterii tento element neob-
sahuji.

3.4.2. IS1652 u M. kansasii

Analyzou genomové DNA geneticky netypickych
poddruh M. kansasii byla nalezena repetitivni IS1652
(Yang, 1993). Je dlouh4 947 bp a na genomu je pfitom-
na v jedné aZ 11 kopiich. Na koncich obsahuje piimé
repetice dlouhé 3 bp (TAG), nema vsak koncové obra-
cené repetice ani ORF. Hostitelské rozmezi této sek-
vence je omezeno pouze na netypické poddruhy M.
kansasii. Pri pouziti I1S1652 jako sondy pfi DNA fin-
gerprintingu byla pozorovdna mezi riznymi izolaty M.
kansasii vyznamn4 heterogenita (Yang, 1993).

3.4.3. IS6100 u M. fortuitum

Bakterialni rezistence k antibiotikiim je &asto zpro-
stiedkovéana plazmidy, nebo je spojovédna s geny nese-
nymi transpozi¢nimi elementy. U rychle rostoucich
druhtt mykobakterii byly detekovany aktivity modifi-
kujici antibiotika. Martin aj. (1990) izolovali, klonovali
a sekvenovali u M. fortuitum genetickou oblast zodpo-
védnou za rezistenci k sulfonamidu. Tato oblast, ktera
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mé otevieny &teci rdmec, je dlouhd 880 bp a patfi do
tiidy 156, byla oznacena jako 156100.

4. VYUZITI IS PRI STUDIU EPIDEMIOLOGIE
A EPIZOOTOLOGIE MYKOBAKTERIALNICH
INFEKCI

Vzhledem k tomu, Ze je velmi sloZité od sebe odliSit
kmeny jednotlivych mykobakteridlnich druhi bakterio-
logickymi nebo biochemickymi metodami, jsou myko-
bakterie od poloviny 80. let testovany metodami mole-
kuldrni biologie, pfedev§im jiZ zminénou metodou
DNA fingerprinting. Znacny pokrok v hodnoceni vy-
sledki potom pfinesla pfedevsim hybridizace s druho-
vé& specifickymi sondami, tvofenymi zejména IS, popi-
sovanymi v tomto piehledném ¢&lanku.

4.1. IS6110 v molekularni epidemiologii M. tuberculosis

Diky specifité a vysokému po&tu kopii v mykobak-
teridlnim genomu je IS6110 idedlnim néstrojem pro
analyzu restrikénich profili kmend M. tuberculosis,
kterou vyvinuli Cave a spolupracovnici (Cave aj.,
1991). V soucasné dobé se stala nejuZivanéj$i metodou
diferenciace klinickych izolati po $tépeni DNA M. tu-
berculosis RE Pvull, ktera vychazi ze standardni meto-
dologie vypracované van Embdenem (van Embden aj.,
1993). Touto metodou ziskané fingerprinty jsou daile
vyhodnocovany pocitatovym programem GelCompar
(Applied Maths, Kotrijk, Belgie). Tento program vy-
uziva, kromé jinych, statistickou metodu UPGMA
(Sneath a Sokal, 1973), coZ je shlukova analyza (clus-
ter analysis) vedouci k tvorbé dendrogrami na zdkladé
fylogenetické pfibuznosti bakteridlnich kmend. Kmeny
s restrikénim profilem se shodnym poétem a lokalizaci
IS6110 jsou timto programem hodnoceny jako pfibuzné
a definovany jako kmeny klastrované. Naopak kmeny
s individudlnim podtem a lokalizaci kopii /S6//0 na
genomu jsou vyhodnoceny jako nepfibuzné a oznaceny
jako kmeny neklastrované.

4.1.1. MoZnosti praktického vyuziti IS6110
v epidemiologii bacilarni tuberkulézy

Znatny polymorfismus kmen, které obsahuji 1S6710
a jeji vysokd stabilita na genomu umoZiiuji vyuZivat
tento element jako zdkladni epidemiologicky marker
pfi studiu nejriznéjSich problému, napfiklad pfi sledo-
vani nozokomiélnich infekci, mikroepidemii a preva-
lencnich studii (Mazurek aj., 1991; van Soolingen aj.,
1991; Zhang aj., 1992; van Soolingen a Hermans,
1995; Kremer aj., 1996; Kubin aj., 1998, 1999a, b;
Havelkova aj., 1999). RovnéZ je moZné této metody
vyuZit pro studium opakovanych vzplanuti aktivni tuber-
kulézy u jednoho a téhoZ nemocného. P¥i odlideni en-
dogenni reinfekce — reaktivace (onemocnéni zplsobené
piivodnim kmenem M. tuberculosis) od exogenni super-
infekce vyvolané odli$nym, novym kmenem M. tuber-
culosis (van Soolingen aj., 1991).
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4.1.1.1. Studium reaktivace tuberkulézy

Znacna variabilita DNA fingerprintd kmena M. tu-
berculosis v populaci je vyuZivéna k definovéni nové
ziskanych infekci oproti reaktivovanym. Obecné plati,
Ze pii rychlém prenosu nové objevené infekce v popu-
laci, hlavné v zemich s niZ8i Zivotni Grovni, lze pfed-
pokléadat nizkou heterogenitu v genomu IS6110. Tento
nizky stupefi polymorfismu kmenti s 756710 na genomu
je vysvétlovén tim, Ze napf. v Africe se uplatiiuje jako
zdroj infekce prevazné mladsi populace lidi (nizsi vé-
kovy primér obyvatel Afriky) s nové ziskanou infekei.
Pfi reaktivaci latentnich infekei u star$i populace v ze-
mich s vysokou migraci obyvatel miZe naopak stoupat
polymorfismus /S6710 (van Soolingen aj., 1991).

4.1.1.2. Studium Si¥eni M. tuberculosis v lidské populaci

Dal$i moZnosti praktického vyuZiti jsou populaéni
pozorovéni zaloZend na IS6110 fingerprintingu, pfi
nichZ byly zaznamenany rizné pfiklady dosud nezna-
mého pienosu kmentt M. tuberculosis uvniti konkrétni
skupiny ve spole¢nosti. Sledovani zvySeného vyskytu
tuberkulézy mezi imunokompromitovanymi pacienty
v Seattlu (Tabet aj., 1994) a San Francisku (Small aj.,
1994) odhalilo ohnisko nikazy mezi HIV/AIDS infiko-
vanymi pacienty. Populaéni studie bezdomovci a nar-
komanu provadéné v Melbourne a Amsterodamu odha-
lily konkrétni DNA fingerprint M. tuberculosis. Tento
pievladajici RFLP typ byl vysledkem propuknuti oh-
niska nakazy pravé uvnitf dané komunity (van Soolin-
gen aj., 1991; Dwyer aj., 1994). Pomoci metody DNA
fingerprinting byla také napfiklad v Holandsku odhale-
na tfi odli¥nd ohniska rozsahlé epidemie tuberkulézy
uvniti jedné geografické oblasti (van Soolingen a Her-
mans, 1995).

Obecné lze shrnout, Ze molekularné epidemiologic-
ka metoda DNA fingerprinting je nej¢astéji vyuzivana:
— k potvrzeni nebo vyloudeni pienosu infekce mezi

vnimavymi jedinci,

— ke stanoveni podilu riznych genotypu M. tuberculo-
sis v riznych geografickych oblastech, etnickych

a jinych skupindch obyvatelstva,

— k analyzovani rodinnych, lokélnich a dalSich mikro-
epidemii.

4.1.2. Studium p¥enosu, 3ifeni a cirkulace kmeni
M. tuberculosis v Ceské republice

V pilotni molekuldrné epidemiologické analyze
kmenti M. tuberculosis izolovanych na tzemi Ceské
republiky (van Soolingen aj., 1993; Kremer aj., 1996)
byl zjidt&n nejlastéji se vyskytujici RFLP typ (29 %),
ktery byl oznalen jako ,Eesky* typ. Tento ,esky*
RFLP typ byl objeven ve 24 epidemiologicky nezévis-
lych pfipadech onemocnéni vyvolanych kmeny M. tu-
berculosis. ,,Cesky* typ byl pomoci programu Gel-
Compar porovnin s databankou 2 630 fingerprintl
kment M. tuberculosis pochazejicich z 21 rznych sta-
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th. V této bance IS6110-fingerprintd nebyl nalezen na-
prosto identicky IS6110-fingerprint, pouze tfi z 2 630
fingerprintd vykazovaly 85 aZ 90% podobnost. Ve stu-
dii byla také potvrzena zna&nd heterogenita Ceskych
kmenl M. tuberculosis (Kremer aj., 1996).

4.1.2.1. Prevalen¢ni studie

Na uvedené price autorii van Soolingen aj. (1993)
a Kremer aj. (1996) dale navazuje prevalenéni studie,
ktera byla zahajena v roce 1995. V této dosud probiha-
jici studii bylo prozatim vy$etieno 184 kmeni M. tu-
berculosis izolovanych od nemocnych pochézejicich
z Prahy, Zapadoceského a Jihomoravského kraje. Tyto
tfi oblasti se navzajem li§i svym charakterem (méstska
primyslové aglomerace, pfevazné zemédélska oblast se
sidly mensi aZ stfedni velikosti) a epidemiologickymi
charakteristikami, zejména rozdilnou prevalenci baci-
larni tuberkul6zy.

Béhem studie se podafilo prokdzat, Ze v oblastech
s nizkou prevalenci onemocnéni (Jihomoravsky kraj
s prevalenci 6,6 na 105 obyvatel) stoupa procentuélni
podil klastrovanych, tj. pfibuznych &i zcela identickych
kmenu, které pak cirkuluji v populaci ve formé& mikro-
epidemii. Naopak v oblastech s vysokou prevalenci tu-
berkulézy prevazuji nalezy kmenu neklastrovanych
(nepfibuznych). V Praze, kterd mé vice neZ dvojnasob-
né vyssi prevalenci (15,7 na 105 obyvatel) v porovnéni
s Jihomoravskym krajem, doséhl procentudlni podil ne-
klastrovanych kment hodnoty 70,7 %, zatimco na jizni
Moravé ¢inil 48,9 %. V souladu s literarnimi udaji (van
Soolingen aj., 1991) a s piihlédnutim k vys§§imu véko-
vému praméru osob vylucujicich neklastrované kmeny
M. tuberculosis, byla onemocnéni jimi vyvolana pfi-
souzena endogenni reaktivaci perzistujici infekce. Pfi
vylu€ovéani kmenu klastrovanych lze naopak predpo-
kladat recentni exogenni superinfekci (Kubin aj., 1998,
1999a; Havelkova aj., 1999).

4.1.2.2. Analyza suspektnich mikroepidemii

Pii studiu suspektnich mikroepidemii v Ceské re-
publice byly analyzovany lokalni mikroepidemie
a mikroepidemie vyvolané multirezistentnim M. tuber-
culosis. V tomto konkrétnim piipadé se jednalo o kom-
binovanou rezistenci na izoniazid, streptomycin, etam-
butol a rifampicin (Havelkova aj., 1999; Kubin aj.,
1998a).

Lokdlni mikroepidemie tuberkulézy v Ceské republice

Mikroepidemie tuberkulézy v Jihomoravském kraji
byly zaznamenany celkem v $esti lokalitich. Jednalo se
o 3est klastrl, z nichZ tfi byly tvofeny vZdy dv&ma
kmeny se shodnym restrikénim profilem. Dal3i tfi klas-
try byly tvofeny $esti, tfemi a dvéma kmeny. Zajimava
je skute&nost, Ze po zafazeni DNA fingerprintl z kaZdé
mikroepidemie do hierarchie dendrogramu viech dopo-
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sud testovanych eskych kmeni se ke tfem ze Sesti
sledovanych mikroepidemii pfifadily kmeny izolované
i od osob Z%ijicich mimo Jihomoravsky kraj (jeden
z Prahy, jeden ze StfedoCeského a Sest ze Zapadoces-
kého kraje). DalSich pét kmeni pochézelo od nemoc-
nych Zijicich sice na jiZzni Moravé, ale v lokalitich
vzdalenych od mista, kde byly poprvé mikroepidemie
zachyceny.

Za nanejvys prekvapivé lze povaZovat zjiSténi gene-
tické identity kment z jedné z jihomoravskych mikro-
epidemii s RFLP typem kmene M. tuberculosis izolo-
vaného v roce 1995 z biologického materialu ditéte ze
Stfedogeského kraje, které zemfelo na nepoznanou ba-
cilarni meningitidu. Na tomto pfipadu Ize velmi dobfe
demonstrovat uziti metody DNA fingerprinting pro
uréeni zdroju tuberkulozni infekce v populaci. V dobé
onemocnéni ditéte v roce 1995 byla provedena restriké-
ni analyza kmene M. tuberculosis, ktery byl vylu€ovan
jednim z pfibuznych zemfelého dit&te. Pfitom bylo pro-
kazano, Ze tento kmen ma naprosto odliSny RFLP typ
a pribuzny tedy nebyl zdrojem infekce pro dité (Kre-
mer aj., 1996).

Mikroepidemie tuberkulézy vyvolané multirezistentnim
kmenem M. tuberculosis

Mikroepidemie tuberkul6zy vyvolané multirezis-
tentnim kmenem M. tuberculosis (MDR TB), kterd
vidy predstavuje pro nemocného krajné nepfiznivou
progndzu onemocnéni, se odvijela od skupiny tfi vézi
(van Soolingen aj., 1991). Do roku 1998, kdy prob&hla
prozatim posledni restrik&ni analyza multirezistentnich
kmenu, byl vySetfen soubor 21 nemocnych se vzijem-
nymi suspektnimi kontakty. Je pravdépodobné, Ze po-
stupné se k jiZ ziskanym RFLP typim budou pfifazovat
dal3i kmeny s totoZnym nebo pfibuznym profilem.
Z uvedeného souboru méli tfi nemocni v epidemiolo-
gické anamnéze spoleény pobyt ve vézeni, dalsi Etyfi
byli bezdomovci, ostatni udavali trvalé bydli§té ve Cty-
fech riznych krajich Ceské republiky. Do konce roku
1997 zemielo na tuberkul6zu pét nemocnych pacientl.
U 14 nemocnych byl nalezen identicky RFLP typ ozna-
Ceny jako skupina A, dalSich sedm nemocnych (skupi-
na B) vylu€ovalo M. tuberculosis se stejnym zéakladnim
RFLP typem, ktery vSak obsahoval je§té navic dvé ko-
pie IS6110.

V tomto pfipadé nelze zcela vylouit transpozici to-
hoto elementu souvisejici s nestabilitou piivodniho ge-
notypu DNA. Pro tuto hypotézu svéd¢i i ndpadné na-
kupeni vylu€ovani kmenu s profilem A v obdobi od
roku 1991 do roku 1995 a také to, Ze naopak vyludo-
véani kmeni s RFLP typem B zafalo byt zazname-
ndvano s ¢asovym odstupem — Zadny nemocny vylucu-
jici M. tuberculosis s RFLP typem B nebyl evidovan
pfed rokem 1995. Mikroepidemie multirezistentni tu-
berkulézy tak poukézala na riziko Sifeni tohoto one-
mocnéni ve skupiné€ socidlné problematickych jedinct
(Kubin aj., 1999b; Havelkova aj., 1999).
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4.1.3. Dalsi vyuziti IS6110 v komplexu M. tuberculosis

I§6110 naSla uplatnéni i v pon&kud netradiéni oblas-
ti, a to pfi potvrzovini diagnézy kostni tuberkulézy
v archeologickych kostnich nélezech (Dixon aj., 1995;
Horvith aj., 1997) nebo v mumifikovanych mé&kkych
tkanich (Salo aj., 1994). Dojde-li v takovych studiich
v izoldtu DNA z kosti k amplifikaci iseku DNA spe-
cifického pro M. tuberculosis, je moZné povaZovat pii-
tomnost tohoto mikroorganismu ve vzorku za prokaza-
nou. ZasaZzeni historickych populaci mykobakterialnimi
infekcemi je tedy nyni moZné odvozovat nejen klasic-
kymi paleopatologickymi metodami z projevi na kos-
ternich nalezech, ale také s vyuZitim PCR. V koster-
nich pozustatcich se DNA nachazi ve fragmentovaném
stavu. Fragmenty obvykle nepfesahuji velikost 200 bp
a pravdépodobnost amplifikace takové DNA klesa se
vzrustajici délkou fragmentu. Tuto skute&nost je moZné
vyuZit k vyloudeni moZné fale$né pozitivity pfi PCR
(Eisenach aj., 1990, 1991, 1993; Cave aj., 1991).

4.2. Molekulédrni epidemiologie M. bovis

M. bovis patfi do homogenni skupiny mykobakterii
komplexu M. tuberculosis, kdy je Casto poklddan spiSe
za biovar M. tuberculosis neZ za samostatny druh.
Z epidemiologického a epizootologického hlediska
viak predevsim tuberkul6za vyvolana M. bovis predsta-
vuje infek&ni onemocnéni postihujici velky pocet zvi-
fecich druht. Infekce skotu a dalSich domécich zvifat
v rozvojovych statech zpusobuje znaéné ekonomické
ztrity v zemé&délstvi a soudasné je potencidlni zoon6-
zou (Thoen a Hagsman, 1996).

Pokusy spojené s eradikaci tohoto onemocnéni sko-
tu v n&€kterych ekonomicky rozvinutych statech nebyly
uspésné. Na Novém Zélandu byl rezervoar infekce zjis-
tén v populaci va¢natce kusua li§¢iho (Trichosurus vul-
pecula). PonévadZ toto zvife je na Novém Zélandu
chranéné zdkonem, neni mozné odstfelem nebo odchy-
tem téchto zvifat omezit zdroj ndkazy (Skuce aj.,
1996). V Irsku a Velké Briténii jsou vyznamnym zdro-
jem infekce M. bovis predev§im jezevci (Skuce aj.,
1996). Bylo tedy nutné zodpovédét &etné otézky z hle-
diska Sifeni uritych kment v populaci zvifat a lidi.

4.2.1. Vyuziti metody RFLP s rtiznymi sondami

Uvnitf komplexu M. tuberculosis bylo objeveno pét
riznych genetickych elementd (Poulet a Cole, 1995):
156110, IS1081, PGRS (polymorfic GC-rich repeat se-
quence), DR (direct repeat) a MPTR (major polymor-
phic tandem repeat). Dva z téchto elementi — IS6110
a IS1081 jsou charakteristické pro cely komplex M. tu-
berculosis.

IS6110

RFLP analyza s IS6110 sondou je dnes b&Zn& uzné-
vanou a pouZivanou metodou v molekularni epidemio-
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logii humanni tuberkul6zy (van Embden aj., 1993; van
Soolingen aj., 1993). IS6110 je na genomu kmeni M.
tuberculosis pfitomna v rizném poCtu a poloze kopii
(van Soolingen aj., 1991). U izolatd M. bovis se viak
vyskytuje pouze v jedné nebo nékolika malo kopiich,
¢imZ je vyuZiti IS6110 u kmeni M. bovis relativné
omezeno (Collins aj., 1993). Bylo ji v§ak moZné vyuzit
v kombinaci RFLP s REA (Restriction Endonuclease
Analysis). ProtoZe je REA pro svou sloZitost v odeci-
tani vzniklych fragmentovych soustav v praxi méné
vyuZivana, pouzili Collins aj., (1993) IS6110 sekvenci
k rozélenéni 95 REA-typu ziskanych ze 160 izolatd od
skotu pouze do 15 RFLP-typi. Ty obsahovaly pouze
jednu kopii IS6110. Naproti tomu izolaty od jinych dru-
hi zvifat obsahovaly nékolik kopii 156110.

IS1081

Rovnéz IS1081, identifikovand u druhti komplexu
M. tuberculosis, vykazuje malo RFLP-typa (Collins
a Stephens, 1991). Proto IS/081 neni vhodnym gene-
tickym markerem pro epidemiologii bovinni tuberkul6-
zy. Pfesto je viak moZné pomoci IS71081 od sebe odlisit
kmeny M. bovis a M. bovis BCG, které jsou pro svoji
blizkou pfibuznost povaZovany za varianty jednoho
druhu (van Soolingen aj., 1992).

PGRS, DR, MPTR

Systematické srovndvini rozliSovacich schopnosti
jednotlivych genetickych elementa (IS6110, 1S1081,
PGRS, DR a MPTR) vedlo k nahrazeni RFLP-1S6110
a RFLP-IS1081 fingerprinti analyzou vyuZivajici DR
a PGRS. Ke zvySeni diskriminacnich schopnosti mezi
kmeny M. bovis je doporuovano vyuZzivat kombinace
sond PGRS, DR a IS6/10. Genomova DNA M. bovis
byla pro PGRS a DR fingerprinty §tépena RE Pvull
a Alul . Pomoci RFLP bylo identifikovdno 17 riznych
RFLP typu po pouziti sondy IS6/10 a po 18 RFLP
typech se sondami DR a PGRS. Pfitom kombinaci
téchto sond bylo uréeno celkem 39 riznych RFLP typt
oznacenych tfipismenovym kédem (Skuce aj., 1996).

4.2.2. Vztah urcitého DNA typu kmene M. bovis
k hostiteli

K identifikaci 210 izolata M. bovis pomoci RFLP
analyzy byly pouZity sondy IS6//0, DR a na genomu
Casto se opakujici sekvence PGRS. Kmeny byly izolo-
vény piedevdim od skotu, jezevci, jelent, ovci, lidi
a prasat. Bylo zjiSténo, Ze kmeny skotu nashromazdéné
v letech 1989 az 1994 v Severnim Irsku a v Irské re-
publice byly stejného RFLP typu (tfipismenného kodu
popsaného vyse). Tento identicky kéd (ACA), ktery
obsahoval pouze jednu kopii IS6110, se vyskytoval
u vsech izolati. Z toho vyplyva, Ze v této oblasti cir-
kuloval mezi riznymi hostiteli kmen stejného RFLP
typu, tedy kmen s nejvétsi pravdépodobnosti stejného
puvodu (Skuce aj., 1996). RovnéZ je ziejmé, Ze kon-
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krétni RFLP typ nebyl pfednostn& izolovan z Zadného
urcitého Zivoc¢i§ného druhu (Skuce aj., 1996).

Pii této studii bylo také zji§téno, Zze RFLP typ dete-
kovany u kmeni izolovanych od jezevci, byl shodny
s kmeny izolovanymi od skotu pochézejiciho ze stejné
geografické oblasti. To tedy potvrzuje predpoklad, Ze
rezervodarem M. bovis je v této oblasti jezevec, ktery je
hlavnim rizikovym faktorem $ifeni bovinni tuberkulézy
mezi jednotlivymi stady skotu (Skuce aj., 1996).

Pfitom ale tyto kmeny vytvafely pomé&rné sloZité
komplexy s nékolika kopiemi kratké sekvence PGRS
(Skuce aj., 1996). Z toho vyplyva, Ze RFLP-PGRS mi-
Ze byt i samostatné pouZitelnd analyza v epidemiologii
bovinni tuberkulézy. Pokud je nutné dale rozlisit stejné
RFLP PGRS-typy, je mozné vyuzit DNA Stépenou Alul
k ziskani DR fingerprinti (Cousins aj., 1993).

4.3. Molekuldrni epidemiologie u kmeni
M. a. paratuberculosis

Znatny pokrok pfi studiu epidemiologie paratuber-
kulézy z hlediska reprodukovatelnosti a zejména stan-
dardizace prinesl objev specifické I1S900 pro M. a. pa-
ratuberculosis (Green aj., 1989). V nésledujicim
obdobi byla vyuZita tato specifickd IS900 jako sonda
pii metodé RFLP v mnoha laboratofich (Collins aj.,
1990; Whipple aj., 1990; de Lisle aj., 1992, 1993; Pav-
lik aj., 1994, 1995, 1996; Bauerfeind aj., 1996; Pavlik
aj., 1999, d, e, f).

4.3.1. PouZivani riznych restrik&nich endonukleiz

Ke stépeni DNA M. a. paratuberculosis bylo pouZi-
to ve vySe uvedenych laboratofich riznych RE. Collins
aj. (1990) a de Lisle aj. (1992, 1993) pouZili RE BstEIL.
Bauerfeind aj. (1996) pouzili RE Pvull. Whipple aj.
(1990) pouzili kombinaci &ty RE Bcll, BstEIl,
Pstl a Pvull. V letech 1993 aZ 1994 byla v nasi labo-
ratofi na zdkladé publikovanych vysledku (Collins aj.,
1990; de Lisle aj., 1992, 1993; Whipple aj., 1990) pro-
pracovana metoda RFLP s RE PstI a nasledné pro po-
tvrzeni epizootologickych souvislosti §tépeni s RE BstEII
(Pavlik aj., 1994, 1995, 1996, 19994, d, e, f). Davodd,
pro¢ se zacalo v naSi laboratofi pouZivat paralelniho
vySetfeni dvéma RE (PstI a BstEII) bylo nékolik. DNA
fingerprint po $tépeni RE BstEII je pfedstavovan men-
§im poctem fragmenti, oproti DNA fingerprintim ziska-
nym po $tépeni Pstl, ktera $t€pi DNA uvnitf specifického
fragmentu /§900. Vyznam vySetfeni obéma RE je patrny
zejména u skupiny kmenti RFLP typu B (§tépeni RE Pstl),
kdy pfi paralelnim $t&peni RE BstEII bylo zji§téno dalSich
14 RELP typu (Pavlik aj., 1999a).

4.3.2. Navrh standardizace metody

Obecnou nevyhodou DNA typizace, se kterou jsme
se setkali i pfi na$i praci, je pomérné sloZité vyhodno-
ceni komplexnich spekter fragmentd po hybridizaci pfi
pouZiti raznych RE. PouZivani radioaktivniho materidlu
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pri znadeni DNA sond miiZe také komplikovat Sirokou
vyuZitelnost této metody v rutinni praxi mnoha labora-
tofi. Proto jsme navrhli standardizaci metody (Pavlik
aj., 1999a), se kterou je moZné se sezndmit na doméci
strance nasi laboratore:
http://www.vri.cz/wwwrflptext.htm

Duraz byl kladen na univerzalnost piipravy sondy,
neradioaktivni zna&eni a zavérecné zpracovani vysled-
kit pomoci vhodného software. Pfistoupilo se proto
k pouZivani sondy pfipravené PCR amplifikaci a k ne-
radioaktivnimu znadeni ECL (Amersham). Vysledné
DNA fingerprinty byly snimany CCD kamerou a ana-
lyzovany pomoci software Gel Manager (Biosystema-
tika, Tavistock, UK) a od roku 1998 Gel Compar (Appli-
ed Maths, Kotrijk, Belgie). Po paralelnim vySetfeni DNA
jednotlivych kmeni RE Pst I (RFLP typy A-M) a BstE 11
(RFLP typy C1-20, S1, I1) bylo celkem zjisténo 28 riz-
nych RFLP typu, oznaCenych napriklad B-C1.

4.3.3. Molekulirni epizootologie paratuberkulézy
v Ceské republice a Slovenské republice

Po zavedeni RFLP bylo moZné v mykobakteriolo-
gické laboratofi na VUVeL v Brné zpétn& provést epi-
zootologickou studii tykajici se Sifeni paratuberkul6zy
v poslednich vice neZ 10 letech mezi jednotlivymi sta-
dy prezvykavci v Ceské republice a v n&kterych std-
dech ve Slovenské republice. RovnéZ bylo moZné po-
rovnat kmeny M. a. paratuberculosis izolované od lidi
nemocnych Crohnovou chorobou (Pavlik aj., 1994,
1995, 1996, 19994, d, e, f).

Na tizemi Ceské republiky se epizootologicka situa-
ce paratuberkulézy vyvijela nepfiznivé v zévislosti na
liberalizaci obchodu po roce 1989. U skotu byla zjisto-
védna paratuberkuléza do roku 1989 zcela ojedinéle.
Z analyzy vysledku do roku 1998 vyplynulo, Ze 24 stad
pavodné chovaného skotu bylo infikovdno kmeny M.
a. paratuberculosis ruznych RFLP typu. Naproti tomu
byly po roce 1989 vySetieny metodou RFLP kmeny M.
a. paratuberculosis izolované ve 44 infikovanych im-
portovanych stddech skotu z Dénska, Francie, Némec-
ka a Madarska. Ve vSech téchto stadech byly izolovany
kmeny RFLP typu B-CI. Jen v 10 stadech byla navic
zjisté€na infekce jesté kmenem jiného RFLP typu, aviak
vidy pouze u jednoho zvifete. Pestrost RFLP typu
kmenu izolovanych od puvodné chovaného skotu
v Ceské republice pravdépodobn& svéd&i o riznych
zdrojich infekce pied rokem 1989 (Pavlik aj., 1999d).

U ostatnich piivodné& chovanych prezvykavci v Ces-
ké republice byla paratuberkul6za prokdzana u jednoho
stdda ovci, dvou stad koz a dvou stad faremné chova-
nych jelent. U ostatnich importovanych pfeZvykavcu
byla paratuberkuléza prokazana u jednoho stada kozo-
rozcu dagestanskych z Estonska, dvou stad jelend ze
Skotska, jednoho stida koz z Danska a jednoho stada
ovci z Polska. RovnéZ u téchto prezvykavci byla zjis-
té€na vysokd homogenita (95 % kmeni RFLP typu
B-Cl) pravé u importovanych zvifat oproti ptivodné
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chovanym domécim a divokym preZvykavcim v Ceské
republice (Pavlik aj., 1999d).

Naproti tomu ve vychodni &asti Slovenské republiky
jsme mé&li moZnost vySetfit kmeny M. a. paratubercu-
losis izolované v letech 1988 aZ 1992 z 11 farem skotu
v okrese Prefov. Na 10 farméch byly izolovany kmeny
stejného RFLP typu, pfi¢emZ na jedné farmé byly izo-
lovany v rozmezi tfi let kmeny dvou RFLP typi. Tuto
vysokou regionélni homogenitu je moZné si vysvétlit
stejnym zdrojem infekce pfi pastevnim zpisobu chovu
skotu (Pavlik aj., 1994, 1995). Stejné tomu bylo u in-
fikovaného stada skotu chovaného v zipadni Casti
Slovenska, ve kterém byly na $esti farméch izolovany
kmeny jen jednoho RFLP typu (Pavlik aj., 1994).
V ramci slu€ovéni v poloving 80. let bylo provozné
spojeno viech Sest farem a vytvofena spolena odchov-
na jalovic. Tim bylo moZné si vysvétlit stoprocentni
homogenitu kmeni izolovanych v prub&hu nékolika let
od skotu ze vSech farem.

4.3.4. Studium $ifeni ndkazy uvnitf stida prezvykavci

Detailné bylo §ifeni nakazy studovano ve stadé ple-
mene Jersey importovaného v roce 1990 z Dénska
v poctu 39 vysokobiezich jalovic od 17 chovateli. Prv-
ni klinické pfiznaky paratuberkulézy se objevily u jed-
né kravy azZ dva roky po importu v souvislosti s druhym
porodem. V té dobé zde byl izolovan kmen RFLP typu
B-C1 (Pavlik aj., 1994, 1995). Pfi nasledujicim plos-
ném kultivaénim vySetfeni vykall a organli poraZenych
zvifat byla infekce kmeny RFLP typi B-C1 zjisténa
u sedmi zvifat a kmenem RFLP typu A-C10 u jednoho
dalsiho puivodné importovaného zvifete. V disledku
v&asného vyfazeni vSech infikovanych zvifat z chovu
pred jejich klinickym onemocnénim potom nebyla
v dal$ich dvou letech zji¥téna u Zadného zvifete infekce
timto RFLP typu A-C10 (Pavlik aj., 1995).

4.3.5. Molekulirni epidemiologie paratuberkulézy
u infikovanych importovanych a piivodné chovanych
prezvykavch

RFLP metody bylo vyuZito rovnéZ pfi studiu Sifeni
infekce M. a. paratuberculosis uvnitf infikovaného
chovu pieZvykavci. Bylo pfitom zji§téno, Ze importo-
vand zvifata pochazejici od stejnych chovatelli byvaji
infikovdna kmeny stejného RFLP typu. Pomoci této
metody byl rovnéZ v nékolika chovech pfeZvykavci
v Ceské republice sledovan prenos M. a. paratubercu-
losis z importovanych zvifat na puvodn& chovana zvi-
fata. V jednom chovu skotu v Ceské republice byla pa-
ratuberkul6za zji§t€na nejdfive u ovci, které spasaly
pastviny pro jalovice. Kmeny izolované od ovci a poz-
déji od skotu z osmi infikovanych farem tohoto stida
byly shodného RFLP typu A-C10. Z dal$iho malého
stida plemene Blonde Aquitaine importovaného v roce
1990 z Francie (do provozné izolované stéje od infiko-
vaného stida), byly izolovany v roce 1993 kmeny roz-
dilného RFLP typu B-Cl. Na zékladé téchto vysledku
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je mozné predpokladat, Ze byla importovéna jiZ infiko-
vana zvifata jinym RFLP typem kmene M. a. paratu-
berculosis (Pavlik aj., 1994, 1995). V roce 1995 byl
potom zachycen kmen tohoto RFLP typu B-C1 u pi-
vodniho skotu. Z toho je moZné piedpokladat zavleZeni
infekce timto novym RFLP typem kmene B-C1 do pi-
vodniho stada skotu (Pavlik aj., 1994).

U importovaného skotu riznych plemen (Jersey,
Holstein, Mont Belliarde, Charolais, Limousine, Salers
a Blonde d’Aquitaine) nebyl zji§tén zadny vztah mezi
plemenem a RFLP typem. Pfi analyze vySetfeni 1 008
kment M. a. paratuberculosis nebyl rovnéZ zji¥tén 7ad-
ny vztah mezi druhem pieZvykavce a RFLP typem
(Pavlik aj., 1999f).

4.3.6. Molekulirni epidemiologie v chovu ovei

Epizootologie byla studovana i ve stddu ovci v zé-
padni &sti Ceské republiky. V letech 1988 az 1992
byla prokdzina ndkaza kmeny péti RFLP typu jak ve
stddu bahnic, tak ve stadu berani. Paratuberkuléza byla
prokédzana také u jednoho berana importovaného z Pol-
ska. U pfikoupeného kozla prubife byl prokdzan kmen
dal§iho RFLP typu. Tuto znaénou pestrost RFLP typt
izolovanych kment bylo mozné vysvétlit tvorbou sta-
da, do kterého byla nakupovana zvifata od roku 1954
ze zahraniéi (Polsko, Velké Britdnie a dal§i) a z mnoha
gasti Ceské a Slovenské republiky (Pavlik aj. 1994,
1995, 1999d; Pavlas aj., 1997).

4.3.7. Molekuldrni epidemiologie u divokych
prezvykavel

Do roku 1995 byla paratuberkul6za diagnostikovana
v Ceské republice ojedinéle: na jedné farm& u daiikt
skvrnitych, na tfech farmach u jeleni evropskych,
v jedné obofe a volné pfirodé u muflond, srnct a jele-
nu (Pavlik aj., 1999d). V jedné lokalité jsme méli moZ-
nost studovat §ifeni paratuberkulézy mezi domdacimi
a divoce zijicimi prezvykavci (Pavlik aj., 1999¢). V pro-
sinci roku 1992 bylo nakoupeno z Madarska (pivodné
skot importovany do Madarska z Francie) 19 jalovic ple-
mene Charolais. Jedna mlada jalovice narozené pofatkem
roku unikla ze stdje v listopadu 1993 a do kvétna 1994 (7
mésici) se pohybovala ve volné prirodé v okruhu 15 az
20 km. Pfi odchytu jevila pfiznaky vyhublosti a prijmu.
Pfi doSetfeni byla zjiSténa jako pfiCina klinickych pfizna-
ki paratuberkuléza zptisobena kmenem RFLP typu B-C1.

Na zakladé této skuteCnosti bylo v letech 1995 az
1996 vySetfeno na paratuberkul6zu celkem 84 kusi
stielené sparkaté zvéie pochdzejici ze 43 riznych loka-
lit tohoto okresu. Tyto jednotlivé lokality byly rovno-
mérné rozptyleny po celém okrese, takZe vzorky byly
dodény nejen z oblasti vyskytu jeleni zvéfe, ale i z ob-
lasti typickych pro vyskyt srnéi zvéfe. M. a. paratuber-
culosis stejného RFLP typu B-C1 bylo izolovano od
jednoho jelena evropského. Od srnci obecnych byly
izolovany C&tyfi kmeny: tfi kmeny RFLP typu B-Cl
a jeden kmen jiného RFLP typu B-C9. Z anamnestickych
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tudajii vyplynulo, Ze i divoci pfezvykavci (jeden jelen
a dva srnci) infikovani kmeny RFLP typu B-C1 byli
uloveni v oblasti, kde se sedm mé&sici pohybovala vyse
uvedend jalovice infikovana stejnym RFLP typem kmene.
Od dvou srnct ulovenych mimo tuto oblast, u nichZ se
nepodafilo pfesné zjistit zdroj infekce, byly izolovény
kmeny RFLP typti B-C1 a B-C9 (Pavlik aj., 199%).

Pii nasledujici depistazi v letech 1997 az 1998 v ce-
1¢ Ceské republice rozdélené na 74 okresi bylo vyset-
feno 596 kusu sparkaté zvéfe z vice nez 90 % okresi.
M. a. paratuberculosis bylo izolovédno od 23 zvifat
z volné pfirody, jelenich farem a obor pochazejicich
z jinych 14 okresi. V jedné lokalité byla prokazana
identita izolovanych kment uréitého RFLP typu u srn-
ce a spole¢né se pasouciho stdda skotu plemene Limou-
sine. Stejny zdchyt se podafil v jiné lokalité u darika
skvrnitého, infikovaného kmenem stejného RFLP typu,
kterym bylo v téZe lokalité infikovédno stddo skotu ple-
mene Holstein (Pavlik aj., 1999e).

4.3.8. Identifikace kmeni M. a. paratuberculosis od
pacientii s Crohnovou chorobou

Kmeny M. a. paratuberculosis od sedmi pacientl
s Crohnovou chorobou z Holandska, Austrilie a USA
byly RELP typu B-C1 a B-CS5. Naproti tomu kmen
Fryba izolovany poprvé v Ceské republice v roce 1993
od pacienta s Crohnovou chorobou byl RFLP typu A-
-C10. Z epidemiologického hlediska je velice dulezité
zjiSténi, Ze kmeny stejného RFLP typu A-C10 byly
izolovany z 10 farem skotu a ovci infikovanych para-
tuberkulézou v okruhu 70 km od bydlisté pacienta
(Pavlik aj., 1994). Druhy kmen Michaela izolovany
v jiné &asti Ceské republiky byl RFLP typu D-C12,
ktery se vyskytuje zejména u skotu v Ceské republice
(Pavlik aj., 1999f). Tyto vysledky tedy naznaduji fakt,
Ze 1 Clovek je v kontaktu s kmeny M. a. paratubercu-
losis, které se vyskytuji v dané oblasti a které je mozné
z jeho stfevniho traktu izolovat.

4.4. Molekularni epidemiologie u kmenii komplexu

P 4
M. avium

V epidemiologickych studiich bylo vyuZito piede-
v§im metod PFGE (Mazurek aj., 1993), REA (Wards
aj., 1991) a RFLP se specifickymi sondami (van Soo-
lingen aj., 1991, 1993, 1998; McFadden, 1987; Garzel-
li, 1997). Pfi diferenciaci kmeni komplexu M. avium
jsou vyuZivany predevsim IS, které se vyskytuji na ge-
nomu v rizném poétu kopii a jsou odli$né lokalizova-
ny: IS901 (Kunze aj., 1991), IS902 (Moss aj., 1992),
IS1110 (Hernandez aj., 1994), IS11/41 (Via a Falkin-
ham, 1995), IS1245 (Guerrero aj., 1995), IS1311 (Roiz
aj., 1995) a IS1613 (Bull aj., 1998).

4.4.1. RFLP u kmenii komplexu M. avium s IS901

U kment komplexu M. avium virulentnich pro kufi-
ce (sérotyp 1 aZ 3), které jsou z veterinarniho hlediska
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nejvyznamné&jsi, je nejéastéji vyuZzivano pfi studiu epi-
demiologie pritomnosti IS901 (Kunze aj., 1991, 1992;
Pavlik aj., 1999c¢). Kunze aj. (1991) ve své studii popr-
vé sledovali distribuci /1S90 v kmenech ptiku a dal-
§ich zvifat pomoci metody RFLP po §tépeni RE Pvull.
Kmeny, u kterych byla sekvence detekovana, oznacili
jako typ A/ a kmeny bez IS90!1 byly oznateny jako
typ A.

4.4.1.1. Vyuziti IS901 pfi studiu epizootologie
a epidemiologie

V na8i laboratofi jsme sledovali homogenitu/hetero-
genitu virulentnich kment komplexu M. avium pro ku-
fice v populaci zvifat a ptaki v Ceské republice a na
Slovensku. Za timto ucelem jsme zavedli typizaci kme-
nu vy3e uvedenou metodou s vyuZitim paralelniho $té-
peni RE PsiI a Pvull. Kazdy kmen byl charakterizovan
nejprve RFLP typem po §tépeni s RE Pvull (oznafeno
pismeny) a nasledné s RE PstI (oznaeno ¢&islem)
napi.: Al7, Bl atd. Zjistili jsme celkem 28 rtznych
RFLP typu (Dvorska aj., 1999).

4.4.1.2. RFLP analyza sérotypovych kmenii

Pri vySetfeni sérotypovych kmenu vSech 28 sérotypu
komplexu M. avium byla prokdzana IS90] pouze u de-
viti kment sérotypu 1, 2 a 3 poskytnutych ze Ctyf riz-
nych laboratofi. Jejich vySetfenim metodou RFLP bylo
zjisténo Sest raznych RFLP typld. Mezi dvéma stejné
ozna¢enymi kmeny poskytnutymi z riznych laboratofi
nebyly zjistény rozdily, coz svéd¢i po vice nez 30 le-
tech o jejich identité. Nebyl zjitén vztah mezi séroty-
pem kmene a jeho RFLP typem, protoZe u sérotypo-
vych kmeni serotypu 2 byly zjiStény dva a u sérotypu
3 celkem tfi rizné RFLP typy (Dvorska aj., 1999).

4.4.1.3. RFLP analyza terénnich kmeni

Pri epidemiologické studii byly od prasat testovany
terénni kmeny komplexu M. avium s IS901 z 18 farem
12 okresti Ceské republiky a z 15 farem 11 okresi Slo-
venské republiky. Mezi kmeny pochazejicimi z riz-
nych lokalit byla pozorovana vysoka heterogenita.
Z toho vyplyva, Ze zdroje infekce byly v riznych cho-
vech rizné. Pro posouzeni homogenity/heterogenity
kment v infikovaném chovu jsme vybrali dva chovy
prasat v Ceské republice. V obou pfipadech se nim po-
dafilo prokazat vyskyt stejnych RFLP typu v rdmci jed-
né farmy (absolutni homogenita kmenu). Z téchto vy-
sledki tedy vyplyva skuteCnost, Ze po zavledeni kmene
jednoho RFLP typu do chovu doslo v obou téchto sta-
dech k jeho naslednému rozsifeni. Naproti tomu z kaZ-
dého jednotlivého stdda prasat byl izolovan jiny RFLP
typ kmene. Na Slovensku byly vysledky typizace kme-
ni obdobné. Jen v pusobnosti jedné Okresni veterinarni
spravy byly zji§tény kmeny stejného RFLP typu ve dvou
riznych farméch. Pozdé&ji bylo ale zji§téno, Ze tyto farmy
byly spolu provozné spojeny (Dvorska aj., 1999).
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Vy3etfeny byly i huméanni kmeny komplexu M. avi-
um, které obsahovaly I5901. Dva kmeny pochazely od
pacienti s HIV/AIDS a jeden kmen byl izolovan od
pacienta bez HIV/AIDS infekce. RFLP analyzou byl
prokazan identicky RFLP typ (P11) u pacienti
s HIV/AIDS infekci a odlisny RFLP typ (D9) u pa-
cienta bez HIV/AIDS (Dvorska aj., 1999).

4.4.2. RFLP u kment komplexu M. avium s IS1245

Po rehybridizaci 1§90/ pozitivnich kment komplexu
M. avium se sondou IS1245 byly ziskdny RFLP typy
pouze s malym poltem prouzki se stejnym motivem.
Proto nebylo moZné u t&chto kmeni vyuZivat sondu
IS1245 ke studiu molekularni epizootologie (Dvorska
aj., 1999). Naopak v3ak u 30 kmenu bez IS901 byly se
sondou IS1245 ziskédny RFLP typy se Sesti aZ 20 kopi-
emi (dosud nepublikované vysledky). U téchto 30 kme-
nt byla zji¥téna vysoké heterogenita RFLP typu po §té-
peni s obéma RE Pst I a Pvu II. Pro posouzeni korelace
RFLP typu kmenu s epizootologickymi udaji jsme pro
vySetfeni s RE Pst I vybrali 30 kment z 21 infikova-
nych stdd prasat v 16 okresech. Pfitom pfi vySetfeni
15 kment z 15 stad prasat byla zjiSténa stoprocentni
heterogenita kmenu, to znamend, Ze z kazdého chovu
byl izolovén jiny RFLP typ kmene.

Pro posouzeni homogenity kmen v jednotlivych in-
fikovanych stddech prasat bylo ze 3esti chovi Sesti
okrest vySetfeno po vice neZ jednom kmeni. Ve tfech
téchto stadech s vySetfenymi dvéma kmeny byla zji§té-
na jejich homogenita. Ve dvou zbyvajicich stiddech
viak byla zjisténa smés dvou RFLP typu kmenu a ve
tietim chovu s identifikovanymi tfemi kmeny dokonce
smés tii RFLP typu kmenu. Z vysledku je tedy ziejmé,
Ze zdroje téchto kmend komplexu M. avium bez IS901,
ale s FR300 bp jsou v chovech prasat pravdépodobné
razné.

4.4.3. PCR s primery odvozenymi z ISI110

V nasi laboratofi bylo vySetfeno na pfitomnost
IS1110 27 izolath od pacienti s HIV/AIDS a 36 izolatl
od pacientl bez HIV/AIDS. Jeji pfitomnost byla dete-
kovidna ve 37 % u HIV/AIDS pozitivnich (10/27)
a v 50,5 % u HIV/AIDS negativnich pacientu (11/36).
Tyto kmeny byly rovnéZ testoviany metodou PCR na
pfitomnost FRI1110, ktera sekvenci ohranicuje. Ve
14,8 % ptipadi byla FR1110 zji$téna u HIV/AIDS po-
zitivnich a v 50,5 % pfipadi u pacientl bez HIV/AIDS
(vysledky nepublikovény).

5. ZAVER

Genomy vSech organismi obsahuji mnoho ruznych
transpozice schopnych elementi. Tyto segmenty byly
poprvé objeveny v genomu kukufice (Zea mays)
McClintockovou (1951). Nejintenzivnéji v8ak byly stu-
dovany na eukaryotickém modelu Drosophilla, kde je
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dnes znamo vice neZ 30 ruznych typi téchto elementi.
Transpoziéni elementy se podileji na tvorbé diverzity
organismi, ¢imZ se ucastni evoluce. Evoluce genomu
muzZe byt tedy urychlena inzerci nebo excizi transpo-
zi¢niho elementu do strukturniho genu, ktery se mutag-
né zméni. Proto pfitomnost transpozonu v genomu mii-
Ze byt jednim z faktoru, které vyvoldvaji zmény
v genetické informaci genomu. /S vSak vétSinou obsa-
huji jen gen (geny) pro svou vlastni transpozici. Jedna
se tedy o tzv. ,parazitické DNA elementy, které jsou
udrZovény v bakteridlni populaci i pfes ,,protiutok* pfi-
rozené selekce.

Druhové specificky vyskyt IS je vyuZivan k identi-
fikaci bakterii pomoci metod molekuldrni genetiky.
Stanoveni poctu a polohy téchto IS na genomu je pak
vyuzivano hlavné v metodé RFLP, ktera umoziuje di-
ferenciaci patogennich kment. Pravé v mykobakterio-
logii umoznil objev a vyuZiti téchto inzerénich sekven-
ci rozlisit kmeny jednotlivych druha do raznych RFLP
typi. Tim se po vice nez 100 letech od objevu M.
tuberculosis v roce 1882 Robertem Kochem dafi odpo-
védét na mnoho nezodpovézenych otazek z patogene-
ze, epizootologie i epidemiologie. Stejné tomu je u my-
kobakteridlnich infekci zpusobovanych jinymi druhy
mykobakterii nejen u ¢&lovéka, ale i u zvifat, ptaka
a dalSich Zivocichu.
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