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THE USE OF IMMUNOMAGNETIC SEPARATION IN DETECTION 
OF SALMONELLA AND LISTERIA FROM FOODSTUFFS*

VYUŽITÍ METODY IMUNOMAGNETICKÉ SEPARACE PŘI STANOVENÍ 
SALMONEL A LISTERII V POTRAVINÁCH

R. Karpíšková, M. Holasová

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 ip = 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: К rutinnímu sledování přítomnosti salmonel a listerii v potravinách byly použity metody imunomagnetické 
separace (IMS) a konvenčni metody (příslušné normy ISO). Celkem 408 vzorků potravin (výrobky z mléka, vejce, syrové 
maso, masné výrobky, cukrářské, zeleninové a ovocné výrobky) bylo vyšetřeno na přítomnost salmonel. Při použití konvenč­
ních metod byla ve 33 vzorcích prokázána přítomnost salmonel (8 %), při použiti metody IMS bylo zjištěno 49 pozitivních 
nálezů (12 %). Při vyšetřování klasickými metodami byl u vzorků sušeného mléka prokázán vyšší počet falešně negativních 
nálezů v porovnání s metodou IMS. Celkem bylo vyšetřeno 375 vzorků potravin (mléčné výrobky, syrové maso a masné 
výrobky) na přítomnost bakterií rodu Listeria; 81 vzorků (21,6 %) vyšetřených konvenčními metodami bylo pozitivních a 91 
(24,3 %) bylo pozitivních použitím metody IMS. Výsledky ukazují, že metoda IMS byla minimálně stejně citlivá jako 
konvenční metody detekce, a to při úspoře alespoň jednoho dne, protože není třeba provádět krok selektivního pomnožení. 
Porovnáním klasických kultivačních technik a IMS byly prokázány statisticky významné rozdíly ve prospěch IMS.

Salmonella spp.; Listeria spp.; metody stanovení; imunomagnetická separace; potraviny

ÜVOD

Při rutinním mikrobiologickém vyšetřování potravin 
se při průkazu salmonel a listerii postupuje podle plat­
ných norem ČSN ISO 6579 a ČSN ISO 10560 (u mas­
ných výrobků metodou USDA). Úspěšnost záchytu sle­
dovaných bakterií je při použití těchto konvenčních 
metod závislá na různých faktorech. Například při níz­
kém počtu sledovaných bakterií ve vzorku, při silné 
kontaminaci konkurenční mikroflórou a subletálním 
poškození buněk vlivem technologického opracování či

za přítomnosti přirozených antimikrobiálních látek 
v potravinách se výtěžnost klasických kultivačních me­
tod snižuje. V posledních letech se stále více uplatňují 
alternativní metody založené na imunologických a mo­
lekulárně genetických principech. Jejich výhody spočí­
vají v úspoře času, vyšší citlivosti a specifitě. Technika 
imunomagnetické separace (IMS) je kombinací imuno­
logické a klasické kultivační metody. Poskytuje sou­
časně výhody obou metod a dále umožňuje provedení 
sérotypizace, případně dalších konfirmačních testů. 
Princip této moderní alternativní metody spočívá ve
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vazbě bakterií na povrch superparamagnetických kuli­
ček obalených specifickou protilátkou. Po 24hodino- 
vém předpomnožení se ke vzorku přidají magnetické 
kuličky. Jsou-li sledované bakterie přítomné, naváži se 
a pomocí magnetu se vzniklý komplex odseparuje 
z pomnožovacího média. Po promytí v pufru se sus­
penze kultivuje na povrch selektivně diagnostického 
agarového média nebo se dále analyzuje metodou PCR či 
ELISA (Olsvik aj„ 1994; Šafařík aj., 1995; Cudjoe aj„ 
1995).

Cílem této práce bylo ověření možnosti využití me­
tody IMS při rutinním bakteriologickém vyšetřování 
potravin a srovnání výsledků s konvenčními kultivač­
ními technikami.

MATERIÁL A METODA

Vzorky potravin

Celkem bylo analyzováno 783 vzorků potravin. Prů­
kaz přítomnosti salmonel byl prováděn u 408 vzorků 
(sušené mléko, konzumní vejce skořápková a vejce su­
šená, různé druhy masa, ovoce a zelenina, koření 
a cukrářské výrobky). Přítomnost listerií byla monito­
rována u 375 vzorků (mléčné výrobky, různé druhy 
masa, masné výrobky a listová zelenina). Potraviny po­
cházely převážně z tržní sítě, z části byly odebírány 
v rámci běžného hygienického dozoru přímo u výrobců.

Metody detekce

Klasické kultivační techniky

Vzorky potravin byly souběžně vyšetřovány klasic­
kými kultivačními technikami a IMS. Průkaz salmonel 
byl prováděn podle ČSN ISO 6579 na médiích RV 
a BGA (Rappaport Vassiliadis s vyočkováním na agar 
s brilantovou zelení) a SC a XLD (selenitová půda 
s cystinem s vyočkováním na xylóza lyzin dekarboxy- 
lázový agar). Suspektní kolonie ze selektivních agarů 
byly konfirmovány podle normy.

Průkaz listerií v mléčných, zeleninových a ovoc­
ných výrobcích byl prováděn podle ČSN ISO 10560 
(EDA) na médiích BLEB (pufrovaná půda pro pomno- 
žování listerií) s vyočkováním na OXFORD a PAL­
CAM média. V mase a masných výrobcích byl průkaz 
listerií prováděn metodou USDA na médiích UVM I, 
UVM II (University Vermont Medium) s následným 
vyočkováním na OXFORD a PALCAM agar. Ke kul­
tivaci byly použity živné půdy od firmy Oxoid, Velká 
Británie. Suspektní kolonie ze selektivních agarů byly 
konfirmovány podle normy, dále byly vyočkovány na 
chromogenní agar Rapid L. mono (Sanofi Diagnostics 
Pasteur, Francie), který umožňuje snadné a spolehlivé 
odlišení L. monocytogenes (LM) na základě průkazu 
aktivity fosfolipázy a neschopnosti utilizovat xylózu. 
Izolované LM byly sérotypizovány antiséry od firmy 
Denka Seiken, Japonsko.

Technika imunomagnetické separace

Pro IMS byly použity produkty Dynabeads® anti­
-Salmonella a Dynabeads® anti-Listeria (Dynal, Nor­
sko). К 1 ml předpomnoženého vzorku bylo přidáno 
20 pl příslušných magnetických kuliček, které byly po 
15minutovém mírném promíchávání na třepačce odse- 
parovány magnetem a jedenkrát promyty ve fosfáto­
vém pufru s 0,05 % Tweenu 20. Kuličky byly resus- 
pendovány v 50 pl pufru a vyočkovány na povrch 
selektivních agarů RAMBACH (Merck, Německo) pro 
salmonely a PALCAM (Oxoid) pro listerie.

Statistické zhodnocení

Statistická významnost zjištěných rozdílů mezi hod­
nocenými metodami byla analyzována McNemanovým 
znamínkovým testem (SPLUS, Výzkumný ústav vete­
rinárního lékařství, Brno, ČR).

VÝSLEDKY

Salmonella spp.

Metodou IMS bylo ve vyšetřovaných potravinách 
prokázáno 49 (12 %) pozitivních nálezů. Postupem 
podle ČSN ISO bylo na médiích RV s vyočkováním na 
BGA zjištěno 25 (6 %) pozitivních vzorků a kombinací 
médií SC a XLD agar bylo prokázáno 33 (8 %) pozi­
tivních vzorků. U sušených výrobků (vejce a mléko) 
byla záchytnost metodou IMS výrazně vyšší (20 %) 
v porovnání s klasickou kultivační technikou (RV 
a BGA 1,7 % a SC a XLD 6,7 %). Podrobné výsledky 
podle jednotlivých kategorií potravin jsou uvedeny 
v tab. I. V analyzovaných vzorcích byly detekovány 
sérovary: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Montevi­
deo a S. Newport.

Listeria spp.

Při vyšetřování potravin a surovin metodou IMS by­
ly listerie prokázány u 91 vzorku (24 %). Klasickými 
kultivačními technikami byly detekovány u 81 (22 %) 
vzorku. Podrobné výsledky podle je dnotlivých katego­
rií potravin jsou uvedeny v tab. П. Zastoupení jednot­
livých druhů listerií podle četnosti bylo následující: L. 
innocua 57 %, L. monocytogenes 30 %, L. welshimeri 
6 %, L. seeligeri 6 % a L. ivanovii 1 %. Většina izolo­
vaných LM patřila к sérotypu 1/2, ojediněle byl regis­
trován i sérotyp 4b.

DISKUSE

Pozitivní nálezy salmonel byly u námi vybraného 
souboru vzorků potravin nejvyšší u vajec (IMS 26 %, 
ČSN ISO 22 %), a to jednak sušených získaných přímo
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I. Průkaz salmonel v potravinách metodou IMS a klasickou kultivační technikou - Demonstration of Salmonella spp. in foods by IMS 
technique and by conventional detection methods

Potravina1
Počet 

vyšetřených 
vzorků13

Metoda detekce salmonel14

IMS ČSN ISO 6579

RAMBACH RV - BGA SC - XLD

pozitivní15 negativní16 pozitivní negativní pozitivní negativní

n % л % n % n % n % л %

Vejce sušená2 22 9 41 13 59 2 9 20 91 7 32 15 68

skořápková3 55 11 20 44 80 9 16 46 84 10 18 45 82

Sušené mléko4 97 15 15 82 85 0 0 97 100 1 1 96 99

Maso hovězí5 36 0 0 36 100 0 0 36 100 0 0 36 100

vepřové6 72 0 0 72 100 1 1 71 99 1 1 71 99

drůbeží7 41 12 29 29 71 13 32 28 68 14 34 27 66

rybí" 36 0 0 36 100 0 0 36 100 0 0 36 100

králičí9 12 0 0 12 101) 0 0 12 100 0 . 0 12 100

Ovoce a zelenina10 TI 1 4 26 96 0 0 TI 100 0 0 27 100

Ostatní potraviny11 10 1 10 9 90 1 10 9 90 1 10 9 90

Celkem12 408 49 12 359 88 25 6 383 94 33 8 375 92

'food, 2dried eggs, "shell eggs, 4milk powder, 5meat - beef, "pig, 7poultry, "fish, "rabbit, "'fruit and vegetables, "other foods, "total, 
"number of examined samples, "method of Salmonella detection, "positive, '"negative

II. Průkaz listérií v potravinách metodou IMS a klasickou kultivační technikou - Demonstration of Listeria spp. in foods by IMS technique 
and by conventional detection methods

Potravina1
Počet 

vyšetřených 
vzorků12

Metoda detekce listérií13

IMS Klasická kultivační metoda14

IMS PDA (ČSN ISO 10560) 
(BLEB - PALCAM)

USDA
(UVM I, II, PALCAM)

pozitivní15 negativní16 pozitivní negativní pozitivní negativní

n % n % n % л % Л % л %

Mléčné výrobky2 62 6 10 56 90 5 8 57 92

Sušené mléko3 5 0 0 5 100 0 0 5 100

Maso hovězí4 36 21 58 15 42 21 58 15 42

vepřové5 72 27 37 45 63 21 29 51 71

drůbeží6 51 25 49 26 51 22 43 29 57

rybí7 77 3 4 74 96 0 0 77 100

králičí8 12 0 0 12 100 0 0 12 100

Masné výrobky9 36 5 14 31 86 7 19 29 81

Zelenina10 24 4 17 20 83 5 21 ' 19 79

Celkem11 375 91 24 284 76 10 11 81 89 71 25 213 75

'food, 2milk products, "milk powder, "meat - beef, 5pig, "poultry, 7fish, "rabbit, "meat products, '"vegetables, 1 'total, "number of examined 
samples, '"method of Listeria detection, "conventional detection method, "positive, "negative

od výrobců, jednak konzumních skořápkových zakou­
pených v tržní síti v letních měsících. U 126 vzorků 
masa hovězího, vepřového, králičího a rybího z tržní 
sítě nebyla salmonela metodou IMS detekována v žád­
ném případě a metodou ČSN ISO jednou. U masa drů­
bežího (kuřata a slepice) se pozitivita pohybovala mezi 
29 až 34 % (podle použité detekční metody).

V souboru námi vyšetřovaných potravin byl pozitiv­
ní záchyt listérií potvrzen u téměř čtvrtiny vzorků. Nej- 
vyšší počty pozitivních vzorků byly u syrového masa

(hovězí 58 %, drůbeží 49 %, vepřové 37% ), ale také 
ve 14% vařených masných výrobků (tlačenka, jitrnice, 
játrovka). U těchto komodit byl zjištěn výskyt LM.

Statisticky vysoce významný rozdíl byl zaznamenán 
při stanovení salmonel metodou IMS a konvenčními 
kultivačními technikami (p = 0,01). Při použití kombi­
nace médií RV a BGA byla námi zjištěná citlivost pou­
hých 51 % v porovnání s IMS. Tento fakt může být 
způsoben vysokou selektivitou RV média s nízkým pH 
a realtivně vysokou kultivační teplotou 42 °C.
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Statisticky významný rozdíl byl zaznamenán také 
při stanovení listerií, a to při porovnání metod IMS 
a USDA (p = 0,05). Rozdíly mezi metodami IMS 
a PDA nebyly statisticky významné.

Metoda imunomagnetické separace je vhodná pro 
detekci patogenů v širokém spektru potravin (Molla aj., 
1994). Nejlépe se uplatňuje tam, kde dochází к suble- 
tálnímu poškození buněk (například sušené výrobky) 
a kde klasické metody nejsou vždy dostatečně citlivé 
(Dziadkowiec aj., 1995). Určitá omezení se však mo­
hou vyskytnout při vyšetřování viskózních nebo velmi 
tučných potravin. V těchto případech je nutné upravit 
poměr vzorku a magnetických kuliček a také složení 
promývacího pufru přidáním Tweenu až na koncentraci 
0,1 %.

Při analýze vzorku po 12 až 18hodinovém pomno­
žení v příslušných médiích dosahuje metoda IMS mi­
nimálně stejné, případně i vyšší citlivosti, než metoda 
klasická (Mansfield a Forsythe, 1996), což se projevilo 
i v našem případě při vyšetřování různých potravinových 
komodit. Současně se zkracuje doba nutná к vyšetření 
alespoň o jeden den. Protože dochází ke koncentraci 
sledovaných bakterií, je kontaminace sekundární mik- 
roflórou po vyočkování na selektivní agary nižší a čas­
to umožňuje provést i rodové zařazení bez dalších sub- 
kultivací.

Zjištěné výsledky potvrzují, že metoda IMS je při 
průkazu přítomnosti salmonel a listerií v potravinách 
jednoduchou, účinnou a dostatečně citlivou alternati­
vou standardních kultivačních technik.
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SHORT KRÁTKÉ
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THE INTERACTION OF TWO FORMS OF GLUTAMIC ACID 
WITH AMMONIA IN SHEEP*
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INTERAKCIA DVOCH FORIEM KYSELINY GLUTÁMOVEJ
S AMONIAKOM U OVIEC

V. Šutiak1, I. Šutiaková2, I. Rosival1

xDepartment of Pharmacology, University of Veterinary Medicine, Košice, 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: Ciefom práce bolo overiť či má aj pufrovaná kyselina glutámová s hydroxidom sodným (glu-Na) rovnaké 
ochranné pósobenie proti močovinovej a amoniakálnej otravě oviec ako nepufrovaná kyselina glutámová (glu). Pre neutrali- 
záciu bol použitý roztok hydroxidu sodného v takom množstve, aby glu-Na dosiahla hodnotu pH 7,0. Pokusy sme urobili na 
20 ovciach plemena Slovenské merino, ktoré hladovali před pokusmi 12 hodin. Ovce mali ž. hm. 36,5 ± 4,0 kg a vek 3,5 roka. 
Kontrolně] skupině oviec sme podávali sondou p. o. 0,5 g 17% močoviny na kg ž. hm. spolu s ekvimolárnym množstvom 
15% glu. Kvantita aminokyseliny bola vypočítaná na amoniak, ktorý vznikne kompletnou hydrolýzou močoviny. Pokusné] 
skupině oviec sme podali podobné množstvá oboch látok, len s tým rozdielom, že sme im dávkovali glu-Na. Merania pH 
hodnoty bachorovej šťávy sme robili potenciometricky pH metrom fy Radelkis Budapešť, typ OP-264, a koncentráciu amo­
niaku spektrofotometricky využívajúc Nesslerovo činidlo. Obsah močoviny v krvnej plazme bol stanovený ureázovou meto­
dou v kombinácii s mikrodifúziou, ktorá bola použitá i pre stánovenie amoniaku v bachorovej šťave. Výsledky pokusov 
ukázali, že i keď sa kyselina glutámová podielala v oboch formách na biochemicko-metabolickej detoxikácii amoniaku, 
významnější vplyv mala na pósobenie čpavku najmä jej fyzikálno-chemická zložka. Neneutralizovaná glu na rozdiel od 
neutralizované] glu-Na intenzívnejšie ionizovala amoniak na amoniový ión a tým významné bránila jeho absorpcii z bachora 
do krvi, čím interakčně zabránila i jeho toxickým prejavom u oviec. Nasvedčujú tomu laboratorně nálezy, ale aj klinické 
správanie sa oviec.

močovina; amoniak; toxicita; ovce; kyselina glutámová; glutamán sodný; hodnota pH; prevencia; interakcia
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I. The effect of equimolar doses of two glutamic acid forms(1,2) 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

Type 
of experiments

Statistical 
data(3)

Time of experiments (min)

before administration after administration of agents

-10 30 60 90 120 180 240 300 360

concentration of ammonia in the rumen fluid (mmols/1)

U + glu-Na 8.4<5> 39.3 46.2 52.9 45.3 39.6 35.3 33.5 30.6
n = 10 ± a 3.0 9.3 8.1 5.6 7.5 8.9 8.3 6.1 6.3

Pl - c c c c c c c c

U + glu X 7.6<5> 57.6 74.0 81.5 83.6 76.6 74.2 66.9 65.2

n = 10 ± a 1.8 19.4 19.8 21.9 24.2 19.0 17.4 14.4 15.0

Pl - c c c c c c c c

Pl 0 a c c c c c c c

pH values of rumen fluid (logmol C)

U + glu-Na 7 0<5> 7.5 7.6 7.7 7.7 7.6 7.5 7.2 7.2

n = 10 ± a 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3

Px - c c c c c c 0 0

U + glu X 6.6<5> 5.9 6.2 6.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6.5

n = 10 ± a 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 0.3

p, - c a 0 0 0 0 0 0

Pl a c c c c c c c c

concentration of ammonia in blood (mmols/1)

U + glu-Na 74> O.O8,5) 0.22 0.25 0.29 0.26 0.23 0.22 0.19 0.14

n = 10 ± a 0.01 0.14 0.05 0.10 0.09 0.08 0.10 0.09 0.06

Pl - c c c c c c c c

' U + glu X 0.11151 0.13 0.15 0.16 0.15 0.14 0.13 0.12 0.11

n = 10 ± a 0.04 0.03 0.02 0.03 0.04 0.04 0.03 0.05 0.04

Pl - 0 a a 0 0 0 0 0

Pl 0 a c c c c a 0 0

concentration of urea in blood plasma (mmols/1)

U + glu-Na ?4> 5.62,5) 6.19 6.87 7.37 8.01 8.87 9.40 9.83 9.94

n = 10 ± a 1.07 0.90 1.14 1.17 1.35 1.35 1.07 1.32 1.57

Pl - 0 a c c c c c c

U + glu X 5.13(5) 5.80 6.62 7.10 7.33 7.84 8.44 8.65 8.76

n = 10 ± a 1.67 1.46 1.78 1.67 1.71 1.85 1.92 1.82 1.60

Pl - 0 0 a a c c c c

Pl 0 0 0 0 0 0 0 0 0

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) = The buffered glutamic acid (glu-Na) was prepared by neutralization with sodium hydroxide solution to pH 7.0 and for calculation see 

point(I).
(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
о = the nonsignificance i.e. P > 0.05
a = P < 0.05
с = P < 0.01
- = referential value
x = mean values
± a = standard deviation
Px = the statistical significance of results inside a comparing group, when referred to data at -10 min
P2 = 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 RESULTS AND DISCUSSION

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; Višňovský, 
1998) and in the cases of high ammonia concentrations 
death (Šutiak and Šutiaková, 1980, 1988a; Bačo, 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 (Šu­
tiak and Šutiaková, 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 Poláček (1996).

Initial levels of the metabolites observed and pH 
values agree well with the data published earlier (Šu­
tiak et al., 1981; Šutiak and Šutiaková, 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 (Šutiak et al., 1981; 
Šutiak and Šutiaková, 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), Šutiaková and Šutiak (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 PŘEHLED

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

INZERČNÍ SEKVENCE U MYKOBAKTERIÍ A JEJICH VYUŽITÍ PŘI 
STUDIU EPIDEMIOLOGIE MYKOBAKTERIÁLNÍCH INFEKCÍ

L. Dvorská1, M. Havelková2, M. Bartoš3, J. Bartl1,1. Pavlík1

1 Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic
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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 IS901 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: IS902, 
IS1245, IS1311, ISHIO, IS1141, IS1613; in M. tuberculosis: IS1081; 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. tuberculosis, M. bovis, M. a. paratu­
berculosis, and M. avium complex.

mycobacteria; insertion sequence; DNA-typing; epidemiology

ABSTRAKT: Studium humánní a veterinární epidemiologie značným způsobem ovlivnil objev specifických inzerčních 
sekvencí (IS), což jsou malé, mobilní elementy DNA. U mykobakterií to byly zvláště IS900 u Mycobacterium avium subspe­
cies paratuberculosis, IS6110 u M. tuberculosis a IS901 u kmenů komplexu M. avium. Od objevení první mykobakteriální 
inzerční sekvence uplynulo více než 10 let. Článek shrnuje různé aspekty výzkumu a využití inzerčních sekvencí v myko- 
bakteriologii. V úvodní části je popisován objev, stavba a jejich funkce. V dalších kapitolách jsou kromě výše uvedených 
inzerčních sekvencí blíže charakterizovány především ty, které se vyskytují u kmenů komplexu M. avium IS902, IS1245, 
IS1311, ISHIO, IS1141 a ISI6I3, u kmenů komplexu M. tuberculosis ISI08I a konečně inzerční sekvence některých pod­
míněně patogenních mykobakterií (M. smegmatis, M. kansasii a M. fortuitum). V poslední části článku je shrnuto využití 
inzerčních sekvencí při studiu epidemiologie a epizootologie mykobakteriálních infekcí způsobovaných M. tuberculosis, M. 
bovis, M. a. paratuberculosis a mykobakteriemi komplexu M. avium.

mykobakterie; inzerční sekvence; DNA-typizace; epidemiologie
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3.2.2. Bližší charakteristika IS1245
3.2.2.1. Vhodnost 1S1245 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 kmenů komplexu M. avium
3.2.5. Charakteristika IS1613
3.2.6. Charakteristika IS1141

3.3. IS u kmenů komplexu M. tuberculosis (Havelková, Bartoš, Dvorská)
3.3.1. IS6110 u kmenů komplexu M. tuberculosis
3.3.2. Charakteristika IS1081 u M. bovis

3.4. Ostatní IS u jiných druhů mykobakterií (Dvorská)
3.4.1. IS u M. smegmatis
3.4.2. IS1652 u M. kansasii
3.4.3. IS6100 u M. fortuitum

4. Využití IS při studiu epidemiologie a epizootologie mykobakteriálních infekcí 
(Havelková, Bartoš, Pavlík, Dvorská)
4.1. IS6110 v molekulární epidemiologii M. tuberculosis (Havelková, Bartoš)

4.1.1. Možnosti praktického využití IS6110 v epidemiologii bacilární tuberkulózy .
4.1.1.1. Studium reaktivace tuberkulózy
4.1.1.2. Studium šíření M. tuberculosis v lidské populaci

4.1.2. Studium přenosu, šíření a cirkulace kmenů M. tuberculosis v České republice
4.1.2.1. Převaleném' studie
4.1.2.2. Analýza suspektních mikroepidemií

4.1.3. Další využití IS6110 v komplexu M. tuberculosis
4.2. Molekulární epidemiologie M. bovis (Dvorská)

4.2.1. Využití metody RFLP s různými sondami
4.2.2. Vztah určitého DNA typu kmene M. bovis к hostiteli

4.3. Molekulární epidemiologie u kmenů M. a. paratuberculosis (Pavlík)
4.3.1. Používání různých restrikčních endonukleáz
4.3.2. Návrh standardizace metody
4.3.3. Molekulární epizootologie paratuberkulózy v České republice a Slovenské republice
4.3.4. Studium šíření nákazy uvnitř stáda přežvýkavců
4.3.5. Molekulární epidemiologie kmenů izolovaných od infikovaných importovaných a původně 

chovaných přežvýkavců
4.3.6. Molekulární epidemiologie v chovu ovcí
4.3.7. Molekulární epidemiologie u divokých přežvýkavců
4.3.8. Identifikace kmenů M. a. paratuberculosis od pacientů s Crohnovou chorobou

4.4. Molekulární epidemiologie u kmenů komplexu M. avium (Dvorská, Pavlík, Bartl)
4.4.1. RFLP u kmenů komplexu M. avium s IS901

4.4.1.1. Využití IS901 při studiu epizootologie a epidemiologie
4.4.1.2. RFLP analýza sérotypových kmenů
4.4.1.3. RFLP analýza terénních kmenů

4.4.2. RFLP u kmenů komplexu M. avium s IS1245
4.4.3. PCR s primery odvozenými od IS1110

5. Závěr (Dvorská)

Seznam použitých zkratek:

IS - insertion sequence (inzerční sekvence)
DNA - deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleová kyselina)
ORF - Open Reading Frame (otevřený čtecí rámec)
FR - Flanking Region (přilehlá oblast)
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (polymorfismus délky restrikčních fragmentů)
REA - Restriction Endonuclease Analysis (analýza štěpením restrikčními endonukleázami)
PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis (pulzní gelová elektroforéza)
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bp - base pair (páry baží)
DR - direct repeat (přímá repetitivní sekvence)
PGRS - polymorphic GC-rich repeat sequence (polymorfní repetitivní sekvence bohatá na GC nukleotidové báze)
MPTR - major polymorphic tandem repeat (významná polymorfní tandemová repetice)
RE - restriction endonuclease (restrikční endonukleáza)
PCR - polymerase chain reaction (polymerázová řetězová reakce)

1. ÜVOD

Za posledních více než sto let byly důkladně pro­
studovány metody klasické mikrobiologie určené pro 
bližší identifikaci jednotlivých původců různých bakte­
riálních infekcí. Od objevu struktury DNA 2. dubna 
1953 biologem Watsonem a fyzikem Crickem (Watson 
a Crick, 1953) se všeobecně začaly používat metody 
analýzy DNA. Nejinak tomu bylo i v oboru mykobak- 
teriologie. V současné době jsou pro bližší identifikaci 
a typizaci mykobakteriálních kmenů jednoho druhu 
к dispozici různé metodiky studující DNA. Podrobně 
o nich pojednává přehledný článek autorů Rychlíka 
a Pavlíka (1997).

Součástí DNA většiny organismů jsou malé mobilní 
genetické elementy obsahující pouze geny související 
s inzerčními funkcemi. Byly označeny jako inzerční 
sekvence (/S). Jejich vložení do strukturních genů způ­
sobuje inzerční mutace.

V posledních několika letech značně stoupl zájem 
o výzkum IS z mnoha důvodů. Jedním z nejvýznamněj­
ších je jejich využití při studiu epidemiologie většiny zá­
važných infekčních onemocnění. Rada přehledných článků 
o IS popisuje jejich stavbu, funkci a využití u různých 
původců onemocnění (Green aj„ 1989; Collins, 1991; 
van Embden aj„ 1993). Ve studiu mykobakteriálních 
infekcí přinesl zásadní zlom objev první mykobakteri­
ální inzerční sekvence IS900 u Mycobacterium avium 
subspecies paratuberculosis (Green aj., 1989). V násle­
dujícím období se začalo využívat studia polohy a poč­
tu kopií těchto IS v molekulární epidemiologii jednot­
livých významných mykobakteriálních druhů.

Cílem tohoto článku je seznámit čtenáře se struktu­
rou, funkcí, výskytem a využíváním inzerčních sekven­
cí (/S) při studiiu humánní a veterinární epidemiologie 
významných mykobakteriálních druhů.

2. OBJEV A OBECNÁ CHARAKTERISTIKA IS

Inzerční sekvence byly poprvé detekovány v polovi­
ně 60. let jako původci silné „polární mutace“ v lac 
a gal operonech Escherichia coli K12 (Saedler a Stär­
lingen, 1967). V průběhu dalších let bylo identifiková­
no a charakterizováno mnoho dalších IS, přičemž do 
roku 1998, jak uvádí Mahillon a Chandler (1998), jich 
bylo u mykobakterií celkem popsáno 28 (tab. I). Další 
informace týkající se IS je možné získat v mezinárodní 
databázi sekvencí IS http://pc4.sisc.ucl.ac.be/is.html.

2.1. Stavba IS elementů

Při studiu stavby IS byly zjištěny tyto charakteristic­
ké vlastnosti:

IS jsou relativně malé genomové elementy, jejichž 
velikost se pohybuje v rozmezí od 0,7 do 2,5 kbp.

V genomu mnoha druhů bakterií se nacházejí v poč­
tu kopií od jedné do několika set.

Obsahují často kromě jednoho hlavního otevřeného 
čtecího rámce (open reading frame - ORF), který kó­
duje enzym transponázu, více než dva vedlejší ORF.

Typické IS jsou na koncích ohraničeny obrácenými 
repeticemi (10 až 40 bp), ke kterým se váží přiléhající 
oblasti (flanking regions - FR).

Na základě struktury jsou IS rozděleny na typické 
(klasické) IS s obrácenými koncovými repeticemi 
a atypické IS, které nemají obrácené koncové repetice. 
V tab. II jsou na základě struktury stručně charak­
terizovány významné mykobakteriální IS vyskytující se 
u druhů M. tuberculosis, M. a. paratuberculosis 
a M. avium komplex, které mohou být využívány 
v epidemiologii mykobakterióz. V tab. Ill jsou uvede­
ny některé další IS u vybraných druhů podmíněně pa­
togenních mykobakterií.

I. Přehled dosud popsaných IS u rodu Mycobacterium (Mahillon a Chandler, 1998) - A summary of IS described until now in the genus 
Mycobacterium (Mahillon and Chandler, 1998)

Mykobakteriální komplex/druh/poddruh1 Inzerční sekvence2
M. tuberculosis komplex IS6110, IS986, IS987, IS 1081, IS1547, ISMtl, ISMt2, !SMt3
M. avium komplex IS900, IS901, 1S902, IS1245, IS1311, ISHIO, IS 1141, IS 1613
M. smegmatis IS 1137, IS1549, IS6120, IS 1096
M. branderi IS1408
M. gordonae IS1511, IS 1512
M. fortuitum IS6110
M. celatum 1S1407
M. xenopi 1S1395
M. kansasii 1S1652, ISMkI

'mycobacterial complex/species/subspecies, insertion sequence
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II. Charakteristika významných mykobakteriálních IS u druhů komplexu M. tuberculosis, M. avium komplex a M. a. paratuberculosis - 
Description of important mycobacterial IS in the species of M. tuberculosis complex, M. avium complex and M. a. paratuberculosis

IS Délka1 
(bp)

Počet Původ3 IS Charakteristika4 Citace5

Mycobacterium tuberculosis komplex

IS6110* 1 355 0-25 M. tuberculosis klasická IS příbuzná IS3** třídy enterobakterií6, 
GenBank XI7348 Thierry aj. (1990)

IS986* 1 358 0-25 M. tuberculosis klasická IS příbuzná IS3 třídy enterobakterií, 
GenBank X52471 McAdam aj. (1990)

1S987* 1 355 0-25 M. bovis BCG klasická IS příbuzná IS3 třídy enterobakterií, 
GenBank X57835 ' Hermans aj. (1991)

1S1547 3 627 ? M. tuberculosis GenBank ¥16254 Fang aj. (1999)

IS1081 1 324 5-7 M. bovis klasická IS příbuzná7 1S256*** Staphylococcus 
aureus, GenBank X61270 Collins a Stephens (1991)

Mycobacterium avium komplex (MAC)

IS901 1 472 2-8 MAC atypická IS příbuzná8 1S110 Staphylococcus 
coelicolor, GenBank X59272 Kunze aj. (1991)

IS902 1 470 10-12 M. a. silvaticum atypická IS příbuzná ISI10 Staphylococcus 
coelicolor GenBank X58O3O Moss aj. (1992)

ISHIO 1 457 0-15 MAC atypická 75 příbuzná IS 110 Staphylococcus 
coelicolor GenBank Z28969 Hernandez Perez aj. (1994)

IS1245 1 313 3-27 MAC klasická 75 příbuzná IS1081 GenBank L33879 Guerrero aj. (1995)

1S1311 1 317 >3 MAC M a. avium klasická 75 příbuzná IS1245 (85% homologie)
GenBank U16276 Roiz aj: (1995)

IS1613 1 453 <8 MAC data doposud nepublikována, připraveno к tisku9 Bull aj. (1998)
IS 1141 1 596 9 M. intracellulare GenBank LI0239 Via aj. (1995)
Mycobacterium paratuberculosis (MP)

IS900 1 451 15-20 MP atypická 75 příbuzná IS110 Staphylococcus 
coelicolor GenBank XI6293 Green aj. (1989)

Vysvětlivky - Explanatory notes:
* IS se liší pouze malým počtem bp a jsou proto považovány za stejný element - 75 differ in a low number of bp only, so they are taken as 
the same element
* * třída IS3 zahrnuje více než 80 IS (objevených u 40 bakteriálních druhů) s charakteristickou délkou 1 200 až 1 500 bp a obrácenými 
koncovými repeticemi v rozmezí 20 až 40 bp - class of IS3 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
* ** třída IS256 zahrnuje 33 IS, jejichž délka se pohybuje v rozmezí 1 298 bp až 1 486 bp, délka obrácených koncových repetic je 24 až 
41 bp (většina z IS této třídy obsahuje přímé repetice dlouhé 8 až 9 bp) - class of IS256 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)

1 length, 2number of fingerprints, 375 origin, 4description, 5reference, 6classical IS related to IS3 of enterobacterium class, 7classical IS related 
to, 8atypical IS related to, 9data not published before now, ready to be published

III . Některé IS u vybraných druhů podmíněně patogenních mykobakterií - Some IS in selected species of conditionally pathogenic myco­
bacteria

75 Délka1 
(bp) Počet kopií2 Původ3 IS Charakteristika4 Citace5

IS 1096 2 275 variabilní6 M. smegmatis neúplné obrácené repetice8, ohraničené9 8 bp
DR, GenBank M76495 ' Cirillo aj. (1991)

1S6120 1 500 >3 M. smegmatis obrácené koncové 24 bp repetice10, ohraničené 
9bp DR, GenBank M69182 Guilhot aj. (1992)

ISI 137 1 361 nepublikováno M. smegmatis
M. chitae 1S třídy IS3n, GenBank X70913 Garcia aj. (1994)

IS1652 947 1-11 M. kansasii neobsahuje koncové obrácené repetice12, 
GenBank LI 1041 Yang aj. (1993)

IS6100 880 2 M. fortuitum IS třídy IS6*'\ GenBank X53635 Martin aj. (1990)

Vysvětlivky - Explanatory notes:
* třída IS6 je složena ze 45 různých IS s délkou v rozmezí 789 až 880 bp a obrácenými repeticemi dlouhými 15 až 20 bp (přímé 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, 6variable, Unpublished, incomplete reverse repetitions, limited by, '“reverse end 24 bp repetitions, "/5 of IS3 class, 
12it does not contain any end reverse repetitions, l375 of 1S6 class
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2.2. Funkce IS

S IS elementy se lze setkat coby s transpozony či 
transponovatelnými elementy, které se projevují synté­
zou transponázy, která je kódována genem tnp. Trans- 
ponáza rozpoznává koncové obrácené repetice transpo­
zonu, ve kterých štěpí DNA. Rovněž štěpí cílovou 
sekvenci, do které bude IS vložena. Do těchto cílových 
sekvencí potom přenáší úsek DNA příslušící IS.

Kromě výše uvedené existence ORF byly v někte­
rých případech (Chandler a Fayet, 1993) objeveny ge­
ny pro syntézu proteinů nebo RNA transkripty, které 
autoregulují transpozici.

Některé IS mohou být replikovány a transponovány 
nezávisle na chromozomální replikaci. Bylo popsáno 
přemísťování 1S110 kmene Streptomyces coelicolor A3 
třídy aktinomycet (Bruton a Chater, 1987). Tato IS110 
je známým občasným „cestujícím“ na mírném fágu 
C31, ze kterého je transponována do bakteriální chromo­
zomální DNA.

3. MYKOBAKTERIÁLNÍ IS

První mykobakteriální IS byla objevena v roce 1989 
za značně dramatických okolností v laboratoři Prof. 
Hermon-Taylora v St’George Hospital v Londýně. Ke 
konci řešení zásadního grantového projektu se podařilo 
v laboratoři identifikovat a charakterizovat IS900 
u druhu M. a. paratuberculosis (Green aj., 1989). Tím 
byla zachráněna existence laboratoře, která dodnes in­
tenzivně pokračuje v dalším výzkumu, zejména v ob­
lasti molekulární biologie M. a. paratuberculosis a M. 
avium. V následující části bude popsáno především vy­
užití IS při studiu epidemiologie závažných mykobak- 
teriálních infekcí lidí a zvířat.

3.1. IS900 u M. a. paratuberculosis

IS900 patří mezi atypické bakteriální IS. Má však 
přímé přiléhající oblasti. Protože se samotná IS900 ne- 
duplikuje, je zřejmé, že se IS900 nemůže transponovat 
žádným mechanismem navrženým pro klasické IS ele­
menty E. coli. Vykazuje však určitý stupeň specifity 
cílové rozpoznávací sekvence (viz kapitola 3.2.1.).

IS900 má velikost 1 451 bp. Jeden ORF (ORF 1197) 
kóduje protein složený z 399 aminokyselin označený 
jako p43. Na komplementárním řetězci ke genu p43 
v IS900 byl detekován druhý ORF (označen 0RF2). 
0RF2 je dlouhý 1 452 bp a kóduje protein složený ze 
484 aminokyselin, který se pravděpodobně účastní 
transportu železa (Doran aj., 1997).

Výskyt 1S900 je omezen pouze na genom M. a. pa­
ratuberculosis, kde se vyskytuje v 15 až 20 rozptýle­
ných kopiích (Green aj., 1989; Pavlík aj., 1999a). 
Z epidemiologického hlediska je tedy IS900 vysoce 
stabilním, signálním markérem využívaným к přesné 
identifikaci M. a. paratuberculosis metodou PCR. Roz­
manité lokalizace a počty IS900 na genomu jsou pak

využívány v metodě RFLP - Restriction Fragment 
Length Polymorphism (Kunze aj., 1991, 1992; Pavlík 
aj., 1995, 1999a).

Základním předpokladem pro využití metody RFLP 
v epizootologické studii je stabilita RFLP typu určitého 
sledovaného kmene, tedy stabilnost polohy 1S900 na 
genomu M. a. paratuberculosis. Schopnost transpozice 
specifické sekvence IS900 pro M. a. paratuberculosis 
byla popsána po jejím přenesení do genomu M. smeg- 
matis (England aj., 1991). Výsledky z vyšetření meto­
dou DNA fingerprinting 19 Subkultur jednoho kmene 
však svědčí pro stabilitu této sekvence (Pavlík aj., 
1999a). Také po pasáži přes infikované zvíře je zacho­
ván stejný RFLP profil kmenů M. a. paratuberculosis 
(Whipple aj., 1990).

3.2. IS u kmenů komplexu M. avium

Na základě povrchových antigenů je komplex M. 
avium dělen na 28 sérotypů (Wolinsky a Schaeffer, 
1973.). Z veterinárního hlediska jsou nejvýznamnější 
kmeny sérotypů 1, 2 a 3, které většinou vyvolávají ge- 
neralizovanou tuberkulózu ptáků, případně jiných dru­
hů zvířat. Kmeny ostatních sérotypů jsou pro drůbež 
neviruletní (Pienning aj., 1972). Přitom některé séroty- 
py (4, 6, 8, 9) bývají izolovány od zvířat (zejména 
prasat),.z vnějšího prostředí a od lidí (Meissner a Anz, 
1977; Kunze aj., 1991; Ritacco aj., 1998). Pro řešení 
epidemiologických otázek se osvědčilo využívat druho­
vě specifických IS.

Zdravotní význam kmenů komplexu M. avium stou­
pá jak v lidské, tak ve zvířecí populaci (Pavlík aj., 
1999b). Proto je tento původce v současné době inten­
zivně zkoumán, a to především metodami molekulární 
biologie. Dnes je popsáno již několik specifických IS 
pro kmeny tohoto původce.

3.2.1. Bližší charakteristika IS901 a IS902

Jako první z těchto IS byla objevena IS901 (Kunze 
aj., 1991). Byla prokázána u tzv. kmenů „wood pige­
on“, které byly později zařazeny ke druhu M. avium 
subsp. silvaticum (Thorel aj., 1990). Její velikost činí 
1 472 bp, přičemž obsahuje jeden otevřený čtecí rámec 
(ORF1), který kóduje protein složený ze 401 aminoky­
seliny (Kunze aj., 1991).

Sekvence IS901 mají přiléhající oblast dlouhou 
300 bp (FRSOObp). V jednotlivých kopiích FR, které 
ohraničují jednotlivé IS901 rozptýlené po genomu, 
existují menší sekvenční rozdíly, které mají za následek 
polymorfismus kmenů komplexu M. avium (Kunze aj., 
1991). Uvažuje se o tom, že se tyto krátké sekvence mo­
hou zapojit do integrace IS elementů rekombinací spolu 
se sekvencí TTCCTT, která je přítomná v cílovém mís­
tě (lokusu pro IS901) a také na levém konci elementu 
1S901.

Prakticky současně byla v laboratoři Prof. Hermon- 
-Taylora objevena IS902 vykazující s 1S901 98% homo- 
logii (Moss aj., 1992). Na komplementárním řetězci ke
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genu pro transponázu se nachází 0RF2 dlouhý 1 431 
bp, který kóduje protein o sekvenci 477 aminokyselin.

Stabilita výskytu IS901 u kmenů izolovaných přede­
vším z klinického materiálu veterinárních laboratoří 
(ptáci, domácí zvířata, prostředí stájí) se využívá 
к rychlé diagnostice metodou PCR (Pavlík aj„ 1999c). 
Z předběžných výsledků získaných v naší laboratoři 
při testování 84 kmenů komplexu M. avium izolova­
ných od prasat, lidí, ptáků a referenčních sérotypových 
kmenů, lze potvrdit přítomnost 2 až 13 kopií IS901, 
které na genomu poprvé detekovali Kunze aj. (1991).

3.2.1.1. Vztah mezi IS901 a sérotypy komplexu M. avium

V epidemiologické studii autorů Ritacco aj. (1998) 
byly kmeny komplexu M. avium rozděleny na základě 
přítomnosti různého počtu a polohy IS1245 na genomu 
ve vztahu к sérotypu. Molekulární analýza v podstatě 
odpovídala výsledkům sérotypizace. Sérotypy 1 až 3 
vytvářely po hybridizaci se sondou IS1245 nápadné 
DNA profily, které se skládaly ze tří pruhů a byly na­
cházeny s pozoruhodnou homogenitou u všech ptačích 
izolátů pocházejících ze dvou kontinentů. Proto byl 
tento RFLP typ označen jako „aviární typ“.

3.2.1.2. Korelace mezi přítomností IS901 a virulencí 
kmenů pro ptáky

Podle výsledků autorů Kunze aj. (1991) byla IS901 
prokázána v DNA kmenů komplexu M. avium izolova­
ných z ptáků a dalších zvířat. Nebyla však detekována 
v DNA žádného izolátu od pacientů s HIV/AIDS 
a z vnějšího prostředí (Kunze aj., 1991). Přítomnost 
1S901 v genomu kmenů koreluje s jejich vyšší virulen­
cí pro myši BALB/c, u kterých došlo к pomnožení 
těchto kmenů ve slezině a játrech s následující prolife- 
rací do tkáně (Kunze aj., 1992).

V naší laboratoři jsme za účelem posouzení korelace 
mezi přítomností IS901 a virulencí pro ptáky paralelně 
vyšetřili 720 kmenů metodou PCR a biologickými po­
kusy na kuřicích (Pavlík aj., 1999c). Zjistili jsme, že 
z těchto 720 kmenů bylo virulentních pro kuřice v biolo­
gickém pokusu (generalizovaná tuberkulóza) 148 kmenů, 
z nichž 99,2 % obsahovalo IS901. Ostatních 544 kme­
nů bylo pro kuřice nevirulentních, přičemž u 16 
(3,0 %) kmenů byla prokázána IS901.

3.2.2. Bližší charakteristika IS1245

К bližší identifikaci kmenů komplexu M. avium 
(MAC) je v současné době využíváno studia přítom­
nosti ISI245 (Guerrero aj., 1995; Ritacco aj., 1998). 
Tato IS s velikostí 1 313 bp (včetně koncových obrá­
cených repetic) patří do skupiny typických IS.

З.2.2.1. Vhodnost IS1245 pro epidemiologické studie

Výskyt IS1245 je omezen na druhy komplexu M. 
avium, M. a. paratuberculosis a kmenů „wood pigeon“.

Kmeny M. intracellulare tento genomový element zce­
la postrádají (Guerrero aj., 1995; Bono aj., 1995). Ve 
velkém počtu kopií (více než 20) je nacházen v izolá- 
tech od lidí a prasat. Naproti tomu u kmenů komplexu 
M. avium virulentních pro drůbež (obsahujících IS901) 
byly objeveny pouze tři kopie tohoto elementu (Bono 
aj., 1995; Ritacco aj., 1998; Dvorská aj., 1999). Gene­
tická stabilita a spolehlivost ISI245 jako epidemiolo­
gického markéru pro většinu klinických izolátů byla 
potvrzena shodnými fingerprinty získanými v pětile­
tém intervalu od pěti pacientů (Ritacco aj., 1998).

IS1245 byla rovněž prokázána u kmenů M. a. para­
tuberculosis (Ritacco aj., 1998), kdy se získané RFLP 
typy nejvíce podobaly RFLP typům u kmenů komplexu 
M. avium sérotypu 9. Přítomnost IS1245 u kmenů M. 
a. paratuberculosis opodstatňuje tedy zařazení tohoto 
poddruhu к druhu M. avium, jak bylo již navrženo kon­
cem 80. let (Thorel aj., 1990).

3.2.2.2. Vztah mezi IS1245 a sérotypy komplexu 
M. avium

Kmeny sérotypů 4 až 6, 8 až 11, 21

Většina humánních izolátů, které patřily к séroty- 
pům 4, 6 a 8, vytvářela polymorfní RFLP profily o 6 až 
20 pruzích. Byly označeny jako „neaviární“ RFLP typy 
(Ritacco aj., 1998). Rozsáhlá diverzita RFLP typů byla 
rovněž pozorována mezi izoláty z prasat. Tyto izoláty 
vytvářely jak „aviární“, tak „neaviární“ RFLP typy. 
/S7245-fingerprinty izolátů z jelena a ovce byly „aviár- 
ního“ RFLP typu. Přítomnost „aviárního“ RFLP typu 
v izolátech prasat, ovce, jelena a jednoho člověka ved­
la к úvaze, že skupina kmenů, vytvářející uvnitř kom­
plexu M. avium pozoruhodný konzervativní taxon, je 
potenciálním patogenem pro savce (Ritacco aj., 1998).

Kmeny sérotypů 7, 12 až 20, 22 až 28

Kmeny těchto sérotypů neobsahují IS1245, čímž se 
značně znesnadňuje jejich bližší identifikace (Bono aj., 
1995; Guerrero aj., 1995).

3.2.3. Charakteristika IS1311

IS1311 vykazuje s IS1245 vysoký stupeň podobnos­
ti sekvenční homologie - 85 % (Roiz aj., 1995). Často 
proto při nedodržení reakčních podmínek dochází 
v metodě RFLP ke zkřížené hybridizaci mezi těmito 
elementy, což značně komplikuje hodnocení jednotli­
vých RFLP typů. Velikost této sekvence je 1 311 bp 
(Garzelli aj., 1997). Na genomu se vyskytuje ve více 
než třech kopiích (Roiz aj., 1995).

Tato IS sekvence se rovněž nachází v izolátech pa­
cientů HIV/AIDS pozitivních i negativních. RFLP typy, 
získané například po hybridizaci kmenů izolovaných 
od pacientů s HIV/AIDS ve Španělsku, vykazovaly vy-
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sokou variabilitu: více než 19 různých RFLP typů po­
zorovaných u 75 izolátů (Roiz aj., 1995).

3.2.4. IS1110 u kmenů komplexu M. avium

Počátkem 90. let byla v humánních kmenech kom­
plexu M. avium objevena 1 457 bp dlouhá IS (Hernan­
dez Perez aj., 1994). Sekvence byla identifikována bě­
hem studia přítomnosti plazmidů u jednoho kmene M. 
avium izolovaného od pacienta s HIV/AIDS. Na zákla­
dě zjištěné 60% homologie se sekvencemi třídy IS900 
M. a. paratuberculosis, IS901 a IS902 kmenů komple­
xu M. avium a IS116 druhu Streptomyces clavuligerus 
byl tento element označen jako IS1110. Ve skupině 
komplexu M. avium je však pro svou značnou mobilitu 
popisován vzácně.

3.2.5. Charakteristika IS1613

Zatím poslední objevenou IS u kmenů komplexu 
M. avium je IS1613 dlouhá 1 453 bp (Bull aj., 1998). Tato 
sekvence byla náhodně objevena u dvou izolátů od pa­
cientů s HIV/AIDS ze Španělska, které v metodě PCR 
reagovaly jak ve Španělsku tak i v naší laboratoři na 
přítomnost IS900, charakteristické pro M. a. paratuber­
culosis (Guerrero aj., 1995). To vedlo к úvaze o exi­
stenci blízce příbuzné IS vyskytující se u kmenů kom­
plexu M. avium. Na základě sekvenování IS1613 byla 
zjištěna 83,5% podobnost s IS900. V uvedených lid­
ských kmenech vytvářela sekvence rozdílné RFLP typy 
sestavené z osmi kopií IS1613. Doposud byla její pří­
tomnost prokázána u lidských kmenů ze Španělska 
a Německa (Bull aj., 1998). V současné době jsou 
v naší laboratoři testovány kmeny od zvířat, ptáků 
a z vnějšího prostředí (Bull aj., 1999).

3.2.6. Charakteristika IS1141

U kmenů komplexu M. avium byla detekována sek­
vence IS1141 (Via a Falkinhamj, 1995), která je dru­
hově specifická jen pro M. intracellulare (serotypy 7, 
12 až 20, 22 až 28). Celková délka DNA elementu je 
1 596 bp. '

Fylogenetická příbuznost výše popsaných IS ele­
mentů komplexu M. avium (MAC) je znázorněna na 
obr. 1.

3.3. IS u kmenů komplexu M. tuberculosis

Komplex M. tuberculosis zahrnuje tyto druhy myko- 
bakterií: M. tuberculosis. M. africanum, M. microti, M. 
bovis a vakcinační kmen M. bovis BCG. Metodou DNA 
fingerprinting je možné od sebe tyto jednotlivé druhy, 
případně kmeny, spolehlivě odlišit.

3.3.1. IS6110 u kmenů komplexu M. tuberculosis

IS6110 byla poprvé izolována z DNA kmene M. tu­
berculosis klinického vzorku izolovaného v roce 1990

I---------------------------------- IS 124

I ’-------------- IS 131
1-----------------------------------------------------------------------------------  IS 114

_ I--------------------------------  IS 161
* IS 900

______ _______________________________________________ IS 111

CIS901
IS902

I I II I 7 I 1 I I I I I I I I I I I I I I 
60 70 80 9 10

% sekvenční homologie

1 . Fylogenetická příbuznost mezi IS elementy komplexu M. avium 
získaná UPGMA analýzou pomocí software GelCompar (při kon­
strukci dendrogramu bylo využito nukleotidových sekvenci z NCBI 
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 

 were used to construct the dendrogram)

http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank

http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi- 
bin/genbank

11 % sequence homology

(Thierry aj., 1990). Je dlouhá 1 360 bp a na svých 
koncích obsahuje obrácené repetitivní sekvence o délce 
28 bp. Je specifická pro kmeny komplexu M. tubercu­
losis, přičemž u většiny druhů tohoto komplexu se vy­
skytuje ve vysokém počtu kopií (10 až 20 kopií na 
genom). Naproti tomu u kmenů M. bovis se vyskytuje 
v nízkém počtu (1 až 5 kopií na genom). Poloha 1S6110 
v genomu není úplně nahodilá. Element se přednostně 
začleňuje do místa ipl, a to vždy ve stejné orientaci 
(Fang a Forbes, 1997).

3.3.2. Charakteristika ISI08I u M. bovís

IS1081 byla klonována a charakterizována u M. bo­
vis v roce 1991 (Collins a Stephens, 1991). Tato typic­
ká IS má délku 1 324 bp, má 15 bp dlouhé koncové 
obrácené repetice a na genomu se vyskytuje v pěti až 
sedmi kopiích. Pokud je použita jako sonda v metodice 
DNA fingerprinting, vykazují kmeny s touto IS mini­
mální polymorfismus, z čehož vyplývá nízká rozlišova­
cí schopnost. Tento fakt vede к úvaze, že elementy 
komplexu M. tuberculosis mají limitovanou mobilitu 
anebo vysoký stupeň inzerční specifity (van Soolingen 
aj., 1991, 1994). IS1081 je využíváno к diferenciaci 
divokých kmenů M. bovis od vakcinačních kmenů M. 
bovis BCG.

3.4. Ostatní IS u jiných druhů mykobakterií

Z ostatních atypických mykobakterií byly vybrány 
IS M. smegmatis, M. kansasii a M. fortuitum (tab. III).

3.4.1. IS u M. smegmatis

U druhu M. smegmatis jsme do tohoto přehledu vy­
brali tři popsané významné IS: IS1096, IS6120 
a IS1137.
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IS1096

Cirillo aj. (1991) integrovali plazmid pYUB25, obsa­
hující gen pro beta-galaktozidázu, jednoduchým crossing- 
-overem do chromozonu M. smegmatis. Vizuální scre­
ening inaktivovaného genu pro beta-galaktozidázu vedl 
к průkazu IS ve výsledném kmeni. Tato IS, druhově 
specifická pro M. smegmatis, byla označena jako 
IS1096. Má délku 2 275 bp a obsahuje dva otevřené 
ORF s odlišnou orientací. Delší z těchto ORF kóduje 
protein transponázu. Na koncích se nacházejí obrácené 
repetice o délce 25 bp.

IS6120

Další druhově specifickou IS pro kmeny M. smeg- 
metis je IS6120, která se nachází na genomu v různém 
počtu kopií (Guilhot, 1992). Délka této sekvence je 
1 500 bp, má neúplné koncové obrácené repetice, které 
jsou ohraničeny 9 bp přímou repeticí. IS6120 obsahuje 
dva nepřekrývající se otevřené čtecí rámce (ORFA 
a ORFB) se stejnou orientací, z nichž ORFB kóduje 
transponázu.

IS1137

Poslední významnou IS je ISI137, která je přiřazo­
vána ke třídě IS3 (Garcia aj., 1994). Tato třída je cha­
rakterizována svojí délkou 1 200 až 1 500 bp. Sekvence 
je dlouhá 1 361 bp a její konce jsou tvořeny neúplnými 
obrácenými repeticemi. Element je ohraničen 3 bp 
dlouhou přímou repeticí. IS1137 obsahuje tři hlavní 
ORF. Hostitelské rozmezí IS1137 je velice úzké, pro­
tože dosud byla nalezena pouze u M. smegmatis a M. 
chitae. Další druhy mykobakterií tento element neob­
sahují.

3.4.2. IS1652 u M. kansasii

Analýzou genomové DNA geneticky netypických 
poddruhů M. kansasii byla nalezena repetitivní IS1652 
(Yang, 1993). Je dlouhá 947 bp a na genomu je přítom­
na v jedné až 11 kopiích. Na koncích obsahuje přímé 
repetice dlouhé 3 bp (TAG), nemá však koncové obrá­
cené repetice ani ORF. Hostitelské rozmezí této sek­
vence je omezeno pouze na netypické poddruhy M. 
kansasii. Při použití IS1652 jako sondy při DNA fin- 
gerprintingu byla pozorována mezi různými izoláty M. 
kansasii významná heterogenita (Yang, 1993).

3.4.3. IS6100 u M. fortuitum

Bakteriální rezistence к antibiotikům je často zpro­
středkována plazmidy, nebo je spojována s geny nese­
nými transpozičními elementy. U rychle rostoucích 
druhů mykobakterií byly detekovány aktivity modifi­
kující antibiotika. Martin aj. (1990) izolovali, klonovali 
a sekvenovali u M. fortuitum genetickou oblast zodpo­
vědnou za rezistenci к sulfonamidu. Tato oblast, která

má otevřený čtecí rámec, je dlouhá 880 bp a patří do 
třídy IS6, byla označena jako IS6100.

4. VYUŽITÍ IS PŘI STUDIU EPIDEMIOLOGIE 
A EPIZOOTOLOGIE MYKOBAKTERIÁLNÍCH 
INFEKCÍ

Vzhledem к tomu, že je velmi složité od sebe odlišit 
kmeny jednotlivých mykobakteriálních druhů bakterio­
logickými nebo biochemickými metodami, jsou myko­
bakterie od poloviny 80. let testovány metodami mole­
kulární biologie, především již zmíněnou metodou 
DNA fingerprinting. Značný pokrok v hodnocení vý­
sledků potom přinesla především hybridizace s druho­
vě specifickými sondami, tvořenými zejména IS, popi­
sovanými v tomto přehledném článku.

4.1. IS6110 v molekulární epidemiologii M. tuberculosis

Díky specifitě a vysokému počtu kopií v mykobak- 
teriálním genomu je IS6110 ideálním nástrojem pro 
analýzu restrikčních profilů kmenů M. tuberculosis, 
kterou vyvinuli Cave a spolupracovníci (Cave aj., 
1991). V současné době se stala nejužívanější metodou 
diferenciace klinických izolátů po štěpení DNA M. tu­
berculosis RE PvmII, která vychází ze standardní meto­
dologie vypracované van Embdenem (van Embden aj., 
1993). Touto metodou získané fingerprinty jsou dále 
vyhodnocovány počítačovým programem GelCompar 
(Applied Maths, Kotrijk, Belgie). Tento program vy­
užívá, kromě jiných, statistickou metodu UPGMA 
(Sneath a Sokal, 1973), což je shluková analýza (clus­
ter analysis) vedoucí к tvorbě dendrogramů na základě 
fylogenetické příbuznosti bakteriálních kmenů. Kmeny 
s restrikčním profilem se shodným počtem a lokalizací 
IS6110 jsou tímto programem hodnoceny jako příbuzné 
a definovány jako kmeny klastrované. Naopak kmeny 
s individuálním počtem a lokalizací kopií IS6110 na 
genomu jsou vyhodnoceny jako nepříbuzné a označeny 
jako kmeny neklastrované.

4.1.1. Možnosti praktického využití IS6110 
v epidemiologii bacilární tuberkulózy

Značný polymorfismus kmenů, které obsahují 1S6110 
a její vysoká stabilita na genomu umožňují využívat 
tento element jako základní epidemiologický marker 
při studiu nejrůznějších problémů, například při sledo­
vání nozokomiálních infekcí, mikroepidemií a preva- 
lenčních studií (Mazurek aj., 1991; van Soolingen aj., 
1991; Zhang aj., 1992; van Soolingen a Hermans, 
1995; Kremer aj., 1996; Kubín aj., 1998, 1999a, b; 
Havelková aj., 1999). Rovněž je možné této metody 
využít pro studium opakovaných vzplanutí aktivní tuber­
kulózy u jednoho a téhož nemocného. Při odlišení en­
dogenní reinfekce - reaktivace (onemocnění způsobené 
původním kmenem M. tuberculosis') od exogenní super- 
infekce vyvolané odlišným, novým kmenem M. tuber­
culosis (van Soolingen aj., 1991).
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4.1.1.1. Studium reaktivace tuberkulózy

Značná variabilita DNA fingerprintů kmenů M. tu­
berculosis v populaci je využívána к definování nově 
získaných infekcí oproti reaktivovaným. Obecně platí, 
že při rychlém přenosu nově objevené infekce v popu­
laci, hlavně v zemích s nižší životní úrovní, lze před­
pokládat nízkou heterogenitu v genomu IS6110. Tento 
nízký stupeň polymorfismu kmenů s IS6110 na genomu 
je vysvětlován tím, že např. v Africe se uplatňuje jako 
zdroj infekce převážně mladší populace lidí (nižší vě­
kový průměr obyvatel Afriky) s nově získanou infekcí. 
Při reaktivaci latentních infekcí u starší populace v ze­
mích s vysokou migrací obyvatel může naopak stoupat 
polymorfismus IS6110 (van Soolingen aj., 1991).

4.1.1.2. Studium šíření M. tuberculosis v lidské populaci

Další možností praktického využití jsou populační 
pozorování založená na IS6110 fingerprintingu, při 
nichž byly zaznamenány různé příklady dosud nezná­
mého přenosu kmenů M. tuberculosis uvnitř konkrétní 
skupiny ve společnosti. Sledování zvýšeného výskytu 
tuberkulózy mezi imunokompromitovanými pacienty 
v Seattlu (Tabet aj., 1994) a San Francisku (Small aj., 
1994) odhalilo ohnisko nákazy mezi HIV/AIDS infiko­
vanými pacienty. Populační studie bezdomovců a nar­
komanů prováděné v Melbourne a Amsterodamu odha­
lily konkrétní DNA fingerprint M. tuberculosis. Tento 
převládající RFLP typ byl výsledkem propuknutí oh­
niska nákazy právě uvnitř dané komunity (van Soolin­
gen aj., 1991; Dwyer aj., 1994). Pomocí metody DNA 
fingerprinting byla také například v Holandsku odhale­
na tři odlišná ohniska rozsáhlé epidemie tuberkulózy 
uvnitř jedné geografické oblasti (van Soolingen a Her­
mans, 1995).

Obecně lze shrnout, že molekulárně epidemiologic­
ká metoda DNA fingerprinting je nejčastěji využívána: 
- к potvrzení nebo vyloučení přenosu infekce mezi 

vnímavými jedinci,
- ke stanovení podílu různých genotypů M. tuberculo­

sis v různých geografických oblastech, etnických 
a jiných skupinách obyvatelstva,

- к analyzování rodinných, lokálních a dalších mikro- 
epidemií.

4.1.2. Studium přenosu, šíření a cirkulace kmenů 
M. tuberculosis v České republice

V pilotní molekulárně epidemiologické analýze 
kmenů M. tuberculosis izolovaných na území České 
republiky (van Soolingen aj., 1993; Kremer aj., 1996) 
byl zjištěn nejčastěji se vyskytující RFLP typ (29 %), 
který byl označen jako „český“ typ. Tento „český“ 
RFLP typ byl objeven ve 24 epidemiologicky nezávis­
lých případech onemocnění vyvolaných kmeny M. tu­
berculosis. „Český“ typ byl pomocí programu Gel- 
Compar porovnán s databankou 2 630 fingerprintů 
kmenů M. tuberculosis pocházejících z 21 různých stá­

tů. V této bance IS611O-fingerprintů nebyl nalezen na­
prosto identický /S6//0-fingerprint, pouze tři z 2 630 
fingerprintů vykazovaly 85 až 90% podobnost. Ve stu­
dii byla také potvrzena značná heterogenita českých 
kmenů M. tuberculosis (Kremer aj., 1996).

4.1.2.1. Prevalenční studie

Na uvedené práce autorů van Soolingen aj. (1993) 
a Kremer aj. (1996) dále navazuje prevalenční studie, 
která byla zahájena v roce 1995. V této dosud probíha­
jící studii bylo prozatím vyšetřeno 184 kmenů M. tu­
berculosis izolovaných od nemocných pocházejících 
z Prahy, Západočeského a Jihomoravského kraje. Tyto 
tři oblasti se navzájem liší svým charakterem (městská 
průmyslová aglomerace, převážně zemědělská oblast se 
sídly menší až střední velikosti) a epidemiologickými 
charakteristikami, zejména rozdílnou prevalencí baci- 
lární tuberkulózy.

Během studie se podařilo prokázat, že v oblastech 
s nízkou prevalencí onemocnění (Jihomoravský kraj 
s prevalencí 6,6 na 105 obyvatel) stoupá procentuální 
podíl klastrovaných, tj. příbuzných či zcela identických 
kmenů, které pak cirkulují v populaci ve formě mikro- 
epidemií. Naopak v oblastech s vysokou prevalencí tu­
berkulózy převažují nálezy kmenů neklastrovaných 
(nepříbuzných). V Praze, která má více než dvojnásob­
ně vyšší prevalenci (15,7 na 105 obyvatel) v porovnání 
s Jihomoravským krajem, dosáhl procentuální podíl ne­
klastrovaných kmenů hodnoty 70,7 %, zatímco na jižní 
Moravě činil 48,9 %. V souladu s literárními údaji (van 
Soolingen aj., 1991) a s přihlédnutím к vyššímu věko­
vému průměru osob vylučujících neklastrované kmeny 
M. tuberculosis, byla onemocnění jimi vyvolaná při­
souzena endogenní reaktivaci perzistující infekce. Při 
vylučování kmenů klastrovaných lze naopak předpo­
kládat recentní exogenní superinfekci (Kubín aj., 1998, 
1999a; Havelková aj., 1999).

4.1.2.2. Analýza suspektních mikroepidemií

Při studiu suspektních mikroepidemií v České re­
publice byly analyzovány lokální mikroepidemie 
a mikroepidemie vyvolané multirezistentním M. tuber­
culosis. V tomto konkrétním případě se jednalo o kom­
binovanou rezistenci na izoniazid, streptomycin, etam- 
butol a rifampicin (Havelková aj., 1999; Kubín aj., 
1998a).

Lokální mikroepidemie tuberkulózy v České republice

Mikroepidemie tuberkulózy v Jihomoravském kraji 
byly zaznamenány celkem v šesti lokalitách. Jednalo se 
o šest klastrů, z nichž tři byly tvořeny vždy dvěma 
kmeny se shodným restrikčním profilem. Další tři klas- 
try byly tvořeny šesti, třemi a dvěma kmeny. Zajímavá 
je skutečnost, že po zařazení DNA fingerprintů z každé 
mikroepidemie do hierarchie dendrogramu všech dopo-
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sud testovaných českých kmenů se ke třem ze šesti 
sledovaných mikroepidemií přiřadily kmeny izolované 
i od osob žijících mimo Jihomoravský kraj (jeden 
z Prahy, jeden ze Středočeského a šest ze Západočes­
kého kraje). Dalších pět kmenů pocházelo od nemoc­
ných žijících sice na jižní Moravě, ale v lokalitách 
vzdálených od místa, kde byly poprvé mikroepidemie 
zachyceny.

Za nanejvýš překvapivé lze považovat zjištění gene­
tické identity kmenů z jedné z jihomoravských mikro­
epidemií s RFLP typem kmene M. tuberculosis izolo­
vaného v roce 1995 z biologického materiálu dítěte ze 
Středočeského kraje, které zemřelo na nepoznanou ba- 
cilární meningitidu. Na tomto případu lze velmi dobře 
demonstrovat užití metody DNA fingerprinting pro 
určení zdrojů tuberkulozní infekce v populaci. V době 
onemocnění dítěte v roce 1995 byla provedena restrikč- 
ní analýza kmene M. tuberculosis, který byl vylučován 
jedním z příbuzných zemřelého dítěte. Přitom bylo pro­
kázáno, že tento kmen má naprosto odlišný RFLP typ 
a příbuzný tedy nebyl zdrojem infekce pro dítě (Kre­
mer aj„ 1996).

Mikroepidemie tuberkulózy vyvolané multirezistentním 
kmenem M. tuberculosis

Mikroepidemie tuberkulózy vyvolané multirezis­
tentním kmenem M. tuberculosis (MDR ТВ), která 
vždy představuje pro nemocného krajně nepříznivou 
prognózu onemocnění, se odvíjela od skupiny tří vězňů 
(van Soolingen aj., 1991). Do roku 1998, kdy proběhla 
prozatím poslední restrikční analýza multirezistentních 
kmenů, byl vyšetřen soubor 21 nemocných se vzájem­
nými suspektními kontakty. Je pravděpodobné, že po­
stupně se к již získaným RFLP typům budou přiřazovat 
další kmeny s totožným nebo příbuzným profilem. 
Z uvedeného souboru měli tři nemocní v epidemiolo­
gické anamnéze společný pobyt ve vězení, další čtyři 
byli bezdomovci, ostatní udávali trvalé bydliště ve čty­
řech různých krajích České republiky. Do konce roku 
1997 zemřelo na tuberkulózu pět nemocných pacientů. 
U 14 nemocných byl nalezen identický RFLP typ ozna­
čený jako skupina A, dalších sedm nemocných (skupi­
na B) vylučovalo M. tuberculosis se stejným základním 
RFLP typem, který však obsahoval ještě navíc dvě ko­
pie IS6110.

V tomto případě nelze zcela vyloučit transpozici to­
hoto elementu související s nestabilitou původního ge­
notypu DNA. Pro tuto hypotézu svědčí i nápadné na­
kupení vylučování kmenů s profilem A v období od 
roku 1991 do roku 1995 a také to, že naopak vylučo­
vání kmenů s RFLP typem В začalo být zazname­
náváno s časovým odstupem - žádný nemocný vyluču­
jící M. tuberculosis s RFLP typem В nebyl evidován 
před rokem 1995. Mikroepidemie multirezistentní tu­
berkulózy tak poukázala na riziko šíření tohoto one­
mocnění ve skupině sociálně problematických jedinců 
(Kubín aj., 1999b; Havelková aj., 1999).

4.1.3. Další využití IS6110 v komplexu M. tuberculosis

IS6110 našla uplatnění i v poněkud netradiční oblas­
ti, a to při potvrzování diagnózy kostní tuberkulózy 
v archeologických kostních nálezech (Dixon aj., 1995; 
Horváth aj., 1997) nebo v mumifikovaných měkkých 
tkáních (Sálo aj., 1994). Dojde-li v takových studiích 
v izolátu DNA z kosti к amplifikaci úseku DNA spe­
cifického pro M. tuberculosis, je možné považovat pří­
tomnost tohoto mikroorganismu ve vzorku za prokáza­
nou. Zasažení historických populací mykobakteriálními 
infekcemi je tedy nyní možné odvozovat nejen klasic­
kými paleopatologickými metodami z projevů na kos­
terních nálezech, ale také s využitím PCR. V koster­
ních pozůstatcích se DNA nachází ve fragmentovaném 
stavu. Fragmenty obvykle nepřesahují velikost 200 bp 
a pravděpodobnost amplifikace takové DNA klesá se 
vzrůstající délkou fragmentu. Tuto skutečnost je možné 
využít к vyloučení možné falešné pozitivity při PCR 
(Eisenach aj., 1990, 1991, 1993; Cave aj., 1991).

4.2. Molekulární epidemiologie M. bovis

M. bovis patří do homogenní skupiny mykobakterii 
komplexu M. tuberculosis, kdy je často pokládán spíše 
za biovar M. tuberculosis než za samostatný druh. 
Z epidemiologického a epizootologického hlediska 
však především tuberkulóza vyvolaná M. bovis předsta­
vuje infekční onemocnění postihující velký počet zví­
řecích druhů. Infekce skotu a dalších domácích zvířat 
v rozvojových státech způsobuje značné ekonomické 
ztráty v zemědělství a současně je potenciální zoonó- 
zou (Thoen a Hagsman, 1996).

Pokusy spojené s eradikací tohoto onemocnění sko­
tu v některých ekonomicky rozvinutých státech nebyly 
úspěšné. Na Novém Zélandu byl rezervoár infekce zjiš­
těn v populaci vačnatce kusua liščího (Trichosurus vul­
pecula). Poněvadž toto zvíře je na Novém Zélandu 
chráněné zákonem, není možné odstřelem nebo odchy­
tem těchto zvířat omezit zdroj nákazy (Skuce aj., 
1996). V Irsku a Velké Británii jsou významným zdro­
jem infekce M. bovis především jezevci (Skuce aj., 
1996). Bylo tedy nutné zodpovědět četné otázky z hle­
diska šíření určitých kmenů v populaci zvířat a lidí.

4.2.1. Využití metody RFLP s různými sondami

Uvnitř komplexu M. tuberculosis bylo objeveno pět 
různých genetických elementů (Poulet a Cole, 1995): 
IS6110, IS1081, PGRS (polymorfic GC-rich repeat se­
quence), DR (direct repeat) a MPTR (major polymor­
phic tandem repeat). Dva z těchto elementů - IS6110 
a ISI081 jsou charakteristické pro celý komplex M. tu­
berculosis.

IS6110

RFLP analýza s IS6110 sondou je dnes běžně uzná­
vanou a používanou metodou v molekulární epidemio-
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logii humánní tuberkulózy (van Embden aj., 1993; van 
Soolingen aj., 1993). IS6110 je na genomu kmenů M. 
tuberculosis přítomna v různém počtu a poloze kopií 
(van Soolingen aj., 1991). U izolátů M. bovis se však 
vyskytuje pouze v jedné nebo několika málo kopiích, 
čímž je využití 1S6110 u kmenů M. bovis relativně 
omezeno (Collins aj., 1993). Bylo ji však možné využít 
v kombinaci RFLP s REA (Restriction Endonuclease 
Analysis). Protože je REA pro svou složitost v odečí­
tání vzniklých fragmentových soustav v praxi méně 
využívána, použili Collins aj., (1993) 1S6110 sekvenci 
к rozčlenění 95 REA-typů získaných ze 160 izolátů od 
skotu pouze do 15 RFLP-typů. Ty obsahovaly pouze 
jednu kopii IS6110. Naproti tomu izoláty od jiných dru­
hů zvířat obsahovaly několik kopií IS6110.

IS1081

Rovněž IS1081, identifikovaná u druhů komplexu 
M. tuberculosis, vykazuje málo RFLP-typů (Collins 
a Stephens, 1991). Proto IS 1081 není vhodným gene­
tickým markérem pro epidemiologii bovinní tuberkuló­
zy. Přesto je však možné pomocí IS1081 od sebe odlišit 
kmeny M. bovis a M. bovis BCG, které jsou pro svoji 
blízkou příbuznost považovány za varianty jednoho 
druhu (van Soolingen aj., 1992).

PGRS, DR, MPTR

Systematické srovnávání rozlišovacích schopností 
jednotlivých genetických elementů (IS6110, IS1081, 
PGRS, DR a MPTR) vedlo к nahrazení RFLP-/S677O 
a RFLP-/S7O87 fingerprintů analýzou využívající DR 
a PGRS. Ke zvýšení diskriminačních schopností mezi 
kmeny M. bovis je doporučováno využívat kombinace 
sond PGRS, DR a 1S6110. Genomová DNA M. bovis 
byla pro PGRS a DR fingerprinty štěpena RE PvuII 
a Alul . Pomocí RFLP bylo identifikováno 17 různých 
RFLP typů po použití sondy 1S6110 a po 18 RFLP 
typech se sondami DR a PGRS. Přitom kombinací 
těchto sond bylo určeno celkem 39 různých RFLP typů 
označených třípísmenovým kódem (Skuce aj., 1996).

4.2.2. Vztah určitého DNA typu kmene M. bovis 
к hostiteli

К identifikaci 210 izolátů M. bovis pomocí RFLP 
analýzy byly použity sondy IS6110, DR a na genomu 
často se opakující sekvence PGRS. Kmeny byly izolo­
vány především od skotu, jezevců, jelenů, ovcí, lidí 
a prasat. Bylo zjištěno, že kmeny skotu nashromážděné 
v letech 1989 až 1994 v Severním Irsku a v Irské re­
publice byly stejného RFLP typu (třípísmenného kódu 
popsaného výše). Tento identický kód (AGA), který 
obsahoval pouze jednu kopii 1S6110, se vyskytoval 
u všech izolátů. Z toho vyplývá, že v této oblasti cir­
kuloval mezi různými hostiteli kmen stejného RFLP 
typu, tedy kmen s největší pravděpodobností stejného 
původu (Skuce aj., 1996). Rovněž je zřejmé, že kon­

krétní RFLP typ nebyl přednostně izolován z žádného 
určitého živočišného druhu (Skuce aj., 1996).

Při této studii bylo také zjištěno, že RFLP typ dete­
kovaný u kmenů izolovaných od jezevců, byl shodný 
s kmeny izolovanými od skotu pocházejícího ze stejné 
geografické oblasti. To tedy potvrzuje předpoklad, že 
rezervoárem M. bovis je v této oblasti jezevec, který je 
hlavním rizikovým faktorem šíření bovinní tuberkulózy 
mezi jednotlivými stády skotu (Skuce aj., 1996).

Přitom ale tyto kmeny vytvářely poměrně složité 
komplexy s několika kopiemi krátké sekvence PGRS 
(Skuce aj., 1996). Z toho vyplývá, že RFLP-PGRS mů­
že být i samostatně použitelná analýza v epidemiologii 
bovinní tuberkulózy. Pokud je nutné dále rozlišit stejné 
RFLP PGRS-typy, je možné využít DNA štěpenou Alul 
к získání DR fingerprintů (Cousins aj., 1993).

4.3. Molekulární epidemiologie u kmenů
M. a. paratuberculosis

Značný pokrok při studiu epidemiologie paratuber- 
kulózy z hlediska reprodukovatelnosti a zejména stan­
dardizace přinesl objev specifické IS900 pro M. a. pa­
ratuberculosis (Green aj., 1989). V následujícím 
období byla využita tato specifická IS900 jako sonda 
při metodě RFLP v mnoha laboratořích (Collins aj., 
1990; Whipple aj., 1990; de Lisle aj., 1992, 1993; Pav­
lík aj., 1994, 1995, 1996; Bauerfeind aj., 1996; Pavlík 
aj., 1999a, d, e, f).

4.3.1. Používání různých restrikčních endonukleáz

Ke štěpení DNA M. a. paratuberculosis bylo použi­
to ve výše uvedených laboratořích různých RE. Collins 
aj. (1990) a de Lisle aj. (1992, 1993) použili RE BstEll. 
Bauerfeind aj. (1996) použili RE PvuII. Whipple aj. 
(1990) použili kombinaci čtyř RE Bell, BstEll, 
Pstl a PvuII. V letech 1993 až 1994 byla v naší labo­
ratoři na základě publikovaných výsledků (Collins aj., 
1990; de Lisle aj., 1992, 1993; Whipple aj., 1990) pro­
pracována metoda RFLP s RE Pstl a následně pro po­
tvrzení epizootologických souvislostí štěpení s RE BstEll 
(Pavlík aj., 1994, 1995, 1996, 1999a, d, e, f). Důvodů, 
proč se začalo v naší laboratoři používat paralelního 
vyšetření dvěma RE (Pstl a BstEll) bylo několik. DNA 
fingerprint po štěpení RE BstEll je představován men­
ším počtem fragmentů, oproti DNA fingerprintům získa­
ným po štěpení Pstl, která štěpí DNA uvnitř specifického 
fragmentu IS900. Význam vyšetření oběma RE je patrný 
zejména u skupiny kmenů RFLP typu В (štěpení RE Pstl), 
kdy při paralelním štěpení RE BstEll bylo zjištěno dalších 
14 RFLP typů (Pavlík aj., 1999a).

4.3.2. Návrh standardizace metody

Obecnou nevýhodou DNA typizace, se kterou jsme 
se setkali i při naší práci, je poměrně složité vyhodno­
cení komplexních spekter fragmentů po hybridizaci při 
použití různých RE. Používání radioaktivního materiálu
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při značení DNA sond může také komplikovat širokou 
využitelnost této metody v rutinní praxi mnoha labora­
toří. Proto jsme navrhli standardizaci metody (Pavlík 
aj., 1999a), se kterou je možné se seznámit na domácí 
stránce naší laboratoře: 
http://www.vri.cz/wwwrflptext.htm

Důraz byl kladen na univerzálnost přípravy sondy, 
neradioaktivní značení a závěrečné zpracování výsled­
ků pomocí vhodného software. Přistoupilo se proto 
к používání sondy připravené PCR amplifikací а к ne- 
radioaktivnímu značení ECL (Amersham). Výsledné 
DNA fingerprinty byly snímány CCD kamerou a ana­
lyzovány pomocí software Gel Manager (Biosystema- 
tika, Tavistock, UK) a od roku 1998 Gel Compar (Appli­
ed Maths, Kotrijk, Belgie). Po paralelním vyšetření DNA 
jednotlivých kmenů RE Pst I (RFLP typy A-M) a BstE П 
(RFLP typy Cl-20, SI, II) bylo celkem zjištěno 28 růz­
ných RFLP typů, označených například B-C1.

4.3.3. Molekulární epizootologie paratuberkulózy 
v České republice a Slovenské republice

Po zavedení RFLP bylo možné v mykobakteriolo- 
gické laboratoři na VÚVeL v Brně zpětně provést epi- 
zootologickou studii týkající se šíření paratuberkulózy 
v posledních více než 10 letech mezi jednotlivými stá­
dy přežvýkavců v České republice a v některých stá­
dech ve Slovenské republice. Rovněž bylo možné po­
rovnat kmeny M. a. paratuberculosis izolované od lidí 
nemocných Crohnovou chorobou (Pavlík aj., 1994, 
1995, 1996, 1999a, d, e, f).

Na území České republiky se epizootologická situa­
ce paratuberkulózy vyvíjela nepříznivě v závislosti na 
liberalizaci obchodu po roce 1989. U skotu byla zjišťo­
vána paratuberkulóza do roku 1989 zcela ojediněle. 
Z analýzy výsledků do roku 1998 vyplynulo, že 24 stád 
původně chovaného skotu bylo infikováno kmeny M. 
a. paratuberculosis různých RFLP typů. Naproti tomu 
byly po roce 1989 vyšetřeny metodou RFLP kmeny M. 
a. paratuberculosis izolované ve 44 infikovaných im­
portovaných stádech skotu z Dánska, Francie, Němec­
ka a Maďarska. Ve všech těchto stádech byly izolovány 
kmeny RFLP typu В-Cl. Jen v 10 stádech byla navíc 
zjištěna infekce ještě kmenem jiného RFLP typu, avšak 
vždy pouze u jednoho zvířete. Pestrost RFLP typů 
kmenů izolovaných od původně chovaného skotu 
v České republice pravděpodobně svědčí o různých 
zdrojích infekce před rokem 1989 (Pavlík aj., 1999d).

U ostatních původně chovaných přežvýkavců v Čes­
ké republice byla paratuberkulóza prokázána u jednoho 
stáda ovcí, dvou stád koz a dvou stád faremně chova­
ných jelenů. U ostatních importovaných přežvýkavců 
byla paratuberkulóza prokázána u jednoho stáda kozo­
rožců dagestánských z Estonska, dvou stád jelenů ze 
Skotska, jednoho stáda koz z Dánska a jednoho stáda 
ovcí z Polska. Rovněž u těchto přežvýkavců byla zjiš­
těna vysoká homogenita (95 % kmenů RFLP typu 
В-Cl) právě u importovaných zvířat oproti původně

chovaným domácím a divokým přežvýkavcům v České 
republice (Pavlík aj., 1999d).

Naproti tomu ve východní části Slovenské republiky 
jsme měli možnost vyšetřit kmeny M. a. paratubercu­
losis izolované v letech 1988 až 1992 z 11 farem skotu 
v okrese Prešov. Na 10 farmách byly izolovány kmeny 
stejného RFLP typu, přičemž na jedné farmě byly izo­
lovány v rozmezí tří let kmeny dvou RFLP typů. Tuto 
vysokou regionální homogenitu je možné si vysvětlit 
stejným zdrojem infekce při pastevnim způsobu chovu 
skotu (Pavlík aj., 1994, 1995). Stejně tomu bylo u in­
fikovaného stáda skotu chovaného v západní části 
Slovenska, ve kterém byly na šesti farmách izolovány 
kmeny jen jednoho RFLP typu (Pavlík aj., 1994). 
V rámci slučování v polovině 80. let bylo provozně 
spojeno všech šest farem a vytvořena společná odchov­
na jalovic. Tím bylo možné si vysvětlit stoprocentní 
homogenitu kmenů izolovaných v průběhu několika let 
od skotu ze všech farem.

4.3.4. Studium šíření nákazy uvnitř stáda přežvýkavců

Detailně bylo šíření nákazy studováno ve stádě ple­
mene Jersey importovaného v roce 1990 z Dánska 
v počtu 39 vysokobřezích jalovic od 17 chovatelů. Prv­
ní klinické příznaky paratuberkulózy se objevily u jed­
né krávy až dva roky po importu v souvislosti s druhým 
porodem. V té době zde byl izolován kmen RFLP typu 
В-Cl (Pavlík aj., 1994, 1995). Při následujícím ploš­
ném kultivačním vyšetření výkalů a orgánů poražených 
zvířat byla infekce kmeny RFLP typů В-Cl zjištěna 
u sedmi zvířat a kmenem RFLP typu A-C10 u jednoho 
dalšího původně importovaného zvířete. V důsledku 
včasného vyřazení všech infikovaných zvířat z chovu 
před jejich klinickým onemocněním potom nebyla 
v dalších dvou letech zjištěna u žádného zvířete infekce 
tímto RFLP typu A-C10 (Pavlík aj., 1995).

4.3.5. Molekulární epidemiologie paratuberkulózy 
u infikovaných importovaných a původně chovaných 
přežvýkavců

RFLP metody bylo využito rovněž při studiu šíření 
infekce M. a. paratuberculosis uvnitř infikovaného 
chovu přežvýkavců. Bylo přitom zjištěno, že importo­
vaná zvířata pocházející od stejných chovatelů bývají 
infikována kmeny stejného RFLP typu. Pomocí této 
metody byl rovněž v několika chovech přežvýkavců 
v České republice sledován přenos M. a. paratubercu­
losis z importovaných zvířat na původně chovaná zví­
řata. V jednom chovu skotu v České republice byla pa­
ratuberkulóza zjištěna nejdříve u ovcí, které spásaly 
pastviny pro jalovice. Kmeny izolované od ovcí a poz­
ději od skotu z osmi infikovaných farem tohoto stáda 
byly shodného RFLP typu A-C10. Z dalšího malého 
stáda plemene Blonde Aquitaine importovaného v roce 
1990 z Francie (do provozně izolované stáje od infiko­
vaného stáda), byly izolovány v roce 1993 kmeny roz­
dílného RFLP typu В-Cl. Na základě těchto výsledků
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je možné předpokládat, že byla importována již infiko­
vaná zvířata jiným RFLP typem kmene M. a. paratu­
berculosis (Pavlík aj., 1994, 1995). V roce 1995 byl 
potom zachycen kmen tohoto RFLP typu В-Cl u pů­
vodního skotu. Z toho je možné předpokládat zavlečení 
infekce tímto novým RFLP typem kmene В-Cl do pů­
vodního stáda skotu (Pavlík aj., 1994).

U importovaného skotu různých plemen (Jersey, 
Holstein, Mont Belliarde, Charolais, Limousine, Salers 
a Blonde ď Aquitaine) nebyl zjištěn žádný vztah mezi 
plemenem a RFLP typem. Při analýze vyšetření 1 008 
kmenů M. a. paratuberculosis nebyl rovněž zjištěn žád­
ný vztah mezi druhem přežvýkavcc a RFLP typem 
(Pavlík aj., 1999f).

4.3.6. Molekulární epidemiologie v chovu ovcí

Epizootologie byla studována i ve stádu ovcí v zá­
padní části České republiky. V letech 1988 až 1992 
byla prokázána nákaza kmeny pěti RFLP typů jak ve 
stádu bahnic, tak ve stádu beranů. Paratuberkulóza byla 
prokázána také u jednoho berana importovaného z Pol­
ska. U přikoupeného kozla prubíře byl prokázán kmen 
dalšího RFLP typu. Tuto značnou pestrost RFLP typů 
izolovaných kmenů bylo možné vysvětlit tvorbou stá­
da, do kterého byla nakupována zvířata od roku 1954 
ze zahraničí (Polsko, Velká Británie a další) a z mnoha 
částí České a Slovenské republiky (Pavlík aj. 1994, 
1995, 1999d; Pavlas aj., 1997).

4.3.7. Molekulární epidemiologie u divokých 
přežvýkavců

Do roku 1995 byla paratuberkulóza diagnostikována 
v České republice ojediněle: na jedné farmě u daňků 
skvrnitých, na třech farmách u jelenů evropských, 
v jedné oboře a volné přírodě u muflonů, srnců a jele­
nů (Pavlík aj., 1999d). V jedné lokalitě jsme měli mož­
nost studovat šíření paratuberkulózy mezi domácími 
a divoce žijícími přežvýkavci (Pavlík aj., 1999e). V pro­
sinci roku 1992 bylo nakoupeno z Maďarska (původně 
skot importovaný do Maďarska z Francie) 19 jalovic ple­
mene Charolais. Jedna mladá jalovice narozená počátkem 
roku unikla ze stáje v listopadu 1993 a do května 1994 (7 
měsíců) se pohybovala ve volné přírodě v okruhu 15 až 
20 km. Při odchytu jevila příznaky vyhublosti a průjmu. 
Při došetření byla zjištěna jako příčina klinických přízna­
ků paratuberkulóza způsobená kmenem RFLP typu B-C1.

Na základě této skutečnosti bylo v letech 1995 až 
1996 vyšetřeno na paratuberkulózu celkem 84 kusů 
střelené spárkaté zvěře pocházející ze 43 různých loka­
lit tohoto okresu. Tyto jednotlivé lokality byly rovno­
měrně rozptýleny po celém okrese, takže vzorky byly 
dodány nejen z oblasti výskytu jelení zvěře, ale i z ob­
lastí typických pro výskyt srnčí zvěře. M. a. paratuber­
culosis stejného RFLP typu В-Cl bylo izolováno od 
jednoho jelena evropského. Od srnců obecných byly 
izolovány čtyři kmeny: tři kmeny RFLP typu B-Cl 
a jeden kmen jiného RFLP typu B-C9. Z anamnestických

údajů vyplynulo, že tři divocí přežvýkavci (jeden jelen 
a dva srnci) infikovaní kmeny RFLP typu В-Cl byli 
uloveni v oblasti, kde se sedm měsíců pohybovala výše 
uvedená jalovice infikovaná stejným RFLP typem kmene. 
Od dvou srnců ulovených mimo tuto oblast, u nichž se 
nepodařilo přesně zjistit zdroj infekce, byly izolovány 
kmeny RFLP typů В-Cl a B-C9 (Pavlík aj., 1999e).

Při následující depistáži v letech 1997 až 1998 v ce­
lé České republice rozdělené na 74 okresů bylo vyšet­
řeno 596 kusů spárkaté zvěře z více než 90 % okresů. 
M. a. paratuberculosis bylo izolováno od 23 zvířat 
z volné přírody, jeleních farem a obor pocházejících 
z jiných 14 okresů. V jedné lokalitě byla prokázána 
identita izolovaných kmenů určitého RFLP typu u srn­
ce a společně se pasoucího stáda skotu plemene Limou­
sine. Stejný záchyt se podařil v jiné lokalitě u daňka 
skvrnitého, infikovaného kmenem stejného RFLP typu, 
kterým bylo v téže lokalitě infikováno stádo skotu ple­
mene Holstein (Pavlík aj., 1999e).

4.3.8. Identifikace kmenů M. a. paratuberculosis od 
pacientů s Crohnovou chorobou

Kmeny M. a. paratuberculosis od sedmi pacientů 
s Crohnovou chorobou z Holandska, Austrálie a USA 
byly RFLP typů В-Cl a B-C5. Naproti tomu kmen 
Fryba izolovaný poprvé v České republice v roce 1993 
od pacienta s Crohnovou chorobou byl RFLP typu A- 
-C10. Z epidemiologického hlediska je velice důležité 
zjištění, že kmeny stejného RFLP typu A-C10 byly 
izolovány z 10 farem skotu a ovcí infikovaných para- 
tuberkulózou v okruhu 70 km od bydliště pacienta 
(Pavlík aj., 1994). Druhý kmen Michaela izolovaný 
v jiné části České republiky byl RFLP typu D-C12, 
který se vyskytuje zejména u skotu v České republice 
(Pavlík aj., 1999f). Tyto výsledky tedy naznačují fakt, 
že i člověk je v kontaktu s kmeny M. a. paratubercu­
losis, které se vyskytují v dané oblasti a které je možné 
z jeho střevního traktu izolovat.

4.4. Molekulární epidemiologie u kmenů komplexu 
M. avium

V epidemiologických studiích bylo využito přede­
vším metod PFGE (Mazurek aj., 1993), REA (Wards 
aj., 1991) a RFLP se specifickými sondami (van Soo- 
lingen aj., 1991, 1993, 1998; McFadden, 1987; Garzel­
li, 1997). Při diferenciaci kmenů komplexu M. avium 
jsou využívány především IS, které se vyskytují na ge- 
nomu v různém počtu kopií a jsou odlišně lokalizová­
ny: IS901 (Kunze aj., 1991), IS902 (Moss aj., 1992), 
ISHIO (Hernandez aj., 1994), IS1141 (Via a Falkin- 
ham, 1995), 1S1245 (Guerrero aj., 1995), IS1311 (Roiz 
aj., 1995) a IS1613 (Bull aj., 1998).

4.4.1. RFLP u kmenů komplexu M. avium s IS901

U kmenů komplexu M. avium virulentních pro kuři- 
ce (sérotyp 1 až 3), které jsou z veterinárního hlediska
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nejvýznamnější, je nejčastěji využíváno při studiu epi­
demiologie přítomnosti IS901 (Kunze aj., 1991, 1992; 
Pavlík aj., 1999c). Kunze aj. (1991) ve své studii popr­
vé sledovali distribuci IS901 v kmenech ptáků a dal­
ších zvířat pomocí metody RFLP po štěpení RE Pvull. 
Kmeny, u kterých byla sekvence detekována, označili 
jako typ A/I a kmeny bez IS901 byly označeny jako 
typ A.

4.4.1.1. Využití IS901 při studiu epizootologie 
a epidemiologie

V naší laboratoři jsme sledovali homogenitu/hetero- 
genitu virulentních kmenů komplexu M. avium pro ku- 
řice v populaci zvířat a ptáků v České republice a na 
Slovensku. Za tímto účelem jsme zavedli typizaci kme­
nů výše uvedenou metodou s využitím paralelního ště­
pení RE Pstl a Pvull. Každý kmen byl charakterizován 
nejprve RFLP typem po štěpení s RE Pvull (označeno 
písmeny) a následně s RE Pstl (označeno číslem) 
např.: A17, B1 atd. Zjistili jsme celkem 28 různých 
RFLP typů (Dvorská aj., 1999).

4.4.1.2. RFLP analýza sérotypových kmenů

Při vyšetření sérotypových kmenů všech 28 sérotypů 
komplexu M. avium byla prokázána IS901 pouze u de­
víti kmenů sérotypů 1, 2 a 3 poskytnutých ze čtyř růz­
ných laboratoří. Jejich vyšetřením metodou RFLP bylo 
zjištěno šest různých RFLP typů. Mezi dvěma stejně 
označenými kmeny poskytnutými z různých laboratoří 
nebyly zjištěny rozdíly, což svědčí po více než 30 le­
tech o jejich identitě. Nebyl zjištěn vztah mezi séroty- 
pem kmene a jeho RFLP typem, protože u sérotypo­
vých kmenů sérotypů 2 byly zjištěny dva a u sérotypů 
3 celkem tři různé RFLP typy (Dvorská aj., 1999).

4.4.1.З. RFLP analýza terénních kmenů

Při epidemiologické studii byly od prasat testovány 
terénní kmeny komplexu M. avium s 1S901 г 18 farem 
12 okresů České republiky a z 15 farem 11 okresů Slo­
venské republiky. Mezi kmeny pocházejícími z růz­
ných lokalit byla pozorována vysoká heterogenita. 
Z toho vyplývá, že zdroje infekce byly v různých cho­
vech různé. Pro posouzení homogenity/heterogenity 
kmenů v infikovaném chovu jsme vybrali dva chovy 
prasat v České republice. V obou případech se nám po­
dařilo prokázat výskyt stejných RFLP typů v rámci jed­
né farmy (absolutní homogenita kmenů). Z těchto vý­
sledků tedy vyplývá skutečnost, že po zavlečení kmene 
jednoho RFLP typu do chovu došlo v obou těchto stá­
dech к jeho následnému rozšíření. Naproti tomu z kaž­
dého jednotlivého stáda prasat byl izolován jiný RFLP 
typ kmene. Na Slovensku byly výsledky typizace kme­
nů obdobné. Jen v působnosti jedné Okresní veterinární 
správy byly zjištěny kmeny stejného RFLP typu ve dvou 
různých farmách. Později bylo ale zjištěno, že tyto farmy 
byly spolu provozně spojeny (Dvorská aj., 1999).

Vyšetřeny byly i humánní kmeny komplexu M. avi­
um, které obsahovaly IS901. Dva kmeny pocházely od 
pacientů s HIV/AIDS a jeden kmen byl izolován od 
pacienta bez HIV/AIDS infekce. RFLP analýzou byl 
prokázán identický RFLP typ (Pil) u pacientů 
s HIV/AIDS infekcí a odlišný RFLP typ (D9) u pa­
cienta bez HIV/AIDS (Dvorská aj., 1999).

4.4.2. RFLP u kmenů komplexu M. avium s 151245

Po rehybridizaci IS901 pozitivních kmenů komplexu 
M. avium se sondou IS1245 byly získány RFLP typy 
pouze s malým počtem proužků se stejným motivem. 
Proto nebylo možné u těchto kmenů využívat sondu 
IS1245 ke studiu molekulární epizootologie (Dvorská 
aj., 1999). Naopak však u 30 kmenů bez 1S901 byly se 
sondou IS1245 získány RFLP typy se šesti až 20 kopi­
emi (dosud nepublikované výsledky). U těchto 30 kme­
nů byla zjištěna vysoká heterogenita RFLP typů po ště­
pení s oběma RE Pst I a Pvu II. Pro posouzení korelace 
RFLP typů kmenů s epizootologickými údaji jsme pro 
vyšetření s RE Pst I vybrali 30 kmenů z 21 infikova­
ných stád prasat v 16 okresech. Přitom při vyšetření 
15 kmenů z 15 stád prasat byla zjištěna stoprocentní 
heterogenita kmenů, to znamená, že z každého chovu 
byl izolován jiný RFLP typ kmene.

Pro posouzení homogenity kmenů v jednotlivých in­
fikovaných stádech prasat bylo ze šesti chovů šesti 
okresů vyšetřeno po více než jednom kmeni. Ve třech 
těchto stádech s vyšetřenými dvěma kmeny byla zjiště­
na jejich homogenita. Ve dvou zbývajících stádech 
však byla zjištěna směs dvou RFLP typů kmenů a ve 
třetím chovu s identifikovanými třemi kmeny dokonce 
směs tří RFLP typů kmenů. Z výsledků je tedy zřejmé, 
že zdroje těchto kmenů komplexu M. avium bez IS901, 
ale s FR300 bp jsou v chovech prasat pravděpodobně 
různé.

4.4.3. PCR s primery odvozenými z IS1110

V naší laboratoři bylo vyšetřeno na přítomnost 
1S1110 27 izolátů od pacientů s HIV/AIDS a 36 izolátů 
od pacientů bez HIV/AIDS. Její přítomnost byla dete­
kována ve 37 % u HIV/AIDS pozitivních (10/27) 
a v 50,5 % u HIV/AIDS negativních pacientů (11/36). 
Tyto kmeny byly rovněž testovány metodou PCR na 
přítomnost FR1110, která sekvenci ohraničuje. Ve 
14,8 % případů byla FR1110 zjištěna u HIV/AIDS po­
zitivních a v 50,5 % případů u pacientů bez HIV/AIDS 
(výsledky nepublikovány).

5. ZÁVĚR

Genomy všech organismů obsahují mnoho různých 
transpozice schopných elementů. Tyto segmenty byly 
poprvé objeveny v genomu kukuřice VZea mays) 
McClintockovou (1951). Nejintenzivněji však byly stu­
dovány na eukaryotickém modelu Drosophilla, kde je
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dnes známo více než 30 různých typů těchto elementů. 
Transpoziční elementy se podílejí na tvorbě diverzity 
organismů, čímž se účastní evoluce. Evoluce genomu 
může být tedy urychlena inzercí nebo excizí transpo- 
zičního elementu do strukturního genu, který se mutač­
ně změní. Proto přítomnost transpozonu v genomu mů­
že být jedním z faktorů, které vyvolávají změny 
v genetické informaci genomu. IS však většinou obsa­
hují jen gen (geny) pro svou vlastní transpozici. Jedná 
se tedy o tzv. „parazitické“ DNA elementy, které jsou 
udržovány v bakteriální populaci i přes „protiútok“ při­
rozené selekce.

Druhově specifický výskyt IS je využíván к identi­
fikaci bakterií pomocí metod molekulární genetiky. 
Stanovení počtu a polohy těchto IS na genomu je pak 
využíváno hlavně v metodě RFLP, která umožňuje di­
ferenciaci patogenních kmenů. Právě v mykobakterio- 
logii umožnil objev a využití těchto inzerčních sekven­
cí rozlišit kmeny jednotlivých druhů do různých RFLP 
typů. Tím se po více než 100 letech od objevu M. 
tuberculosis v roce 1882 Robertem Kochem daří odpo­
vědět na mnoho nezodpovězených otázek z patogene- 
ze, epizootologie i epidemiologie. Stejně tomu je u my- 
kobakteriálních infekcí způsobovaných jinými druhy 
mykobakterií nejen u člověka, ale i u zvířat, ptáků 
a dalších živočichů.
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