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ABSTRAKT

Cilem predlozené diplomové prace bylo zhodnotit kontaminaci sladkovodnich ryb
netuberkuléznimi mykobakteriemi (NTM). Pomoci metod molekuldrni biologie byl u ryb
pochézejicich z povrchovych vod Ceské republiky sledovdn vyskyt a distribuce NTM
v ruznych tkdnich (Zabry, paZerdkové zuby, svalovina, stievo aj.). NTM jsou castym
patogenem v akvakulturdch slouzicich k chovu pro komer¢ni tucely. S ohledem na tuto
skutecnost byl sledovédn vyskyt NTM v mase ryb (amur bily, kapr obecny, lin obecny, candét
obecny, tilapie nilskd apod.) pochazejicich z trzni sité¢, nebot zpracovani a piipadna
konzumace nedostateCné tepelné opracovaného masa kontaminovaného NTM muze
v nékterych piipadech predstavovat zdravotni riziko pro Clovéka.

Teoretickd C4st se zabyva obecnym popisem mykobakterii, jejich klinickym vyznamem
a pusobnosti z hlediska bezpec¢nosti potravin. Je zde také shrnuta problematika detekce
a identifikace jednotlivych mykobakteridlnich druht. Praktickd cast je vénovdna popisu
jednotlivych pracovnich postupii a vyhodnoceni veskerych naméfenych vysledki. Béhem
prace byly pfipraveny pozitivni kontroly PCR reakce ve form¢ plazmidové DNA, byla
stanovena analyticka citlivost PCR reakce, uCinnost izolace mykobakteridlni DNA z masa
a byla posouzena mira kontaminace NTM u vySetfenych ryb.

ABSTRACT

The aim of a presented diploma thesis was to evaluate the level of contamination in fish by
nontuberculous mycobacteria (NTM). Methods of molecular biology were used to monitor the
incidence and distribution of NTM in tissues of freshwater fish (gills, pharyngeal teeth,
muscles, intestine etc.). NTM frequently occur in aquacultures for commercial use. With this
in mind the occurrence of NTM was monitored in fish meat (Ctenopharyngodon idella,
Cyprinus carpio, Tinca tinca, Sander lucioperca, Oreochromis niloticus etc.) from the
market, because processing and consumption of insufficiently heat treated meat contaminated
with NTM may pose health risk to humans.

The theoretical part deals with the description of mycobacteria, their clinical significance
and responsibilities in food safety. There are summarised methods for detection and
identification of individual mycobacterial species. The experimental part is devoted to the
description of used methods followed by evaluation of experimentally obtained data. The
plasmid DNA was prepared as positive controls for PCR reaction. Furthermore, the analytical
sensitivity of PCR reaction and efficiency of isolation of mycobacterial DNA isolation from
fish meat were determined. Lastly, the level of NTM contamination in fish was evaluated.
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molekuldrni mikrobiologie, ekologie mykobakterii, bezpecnost potravin
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1 UVOD

Infek¢éni onemocnéni jako takova provazeji lidstvo uz od jeho pocatki. Infekce jsou obecné
zpusobovany mikroorganismy, které napadaji hostitelsky organismus a naruSuji jeho vnitini
prostiedi tak, aby se mohly rozmnozovat a vyvijet. V piipadé, Ze hostitelem je jedinec
s nenaruSenou funkci imunitniho systému, ma schopnost s infekénim €initelem bojovat (napf.
se ndm dnes jevi jako bandlni a umime je béZn¢ 1éc¢it. Lékaiskd véda vSak v priibéhu staleti
zaznamenala pokrok ve vyvoji u¢innych 1é€iv, které pomdhaji télu s témito mikroorganismy
bojovat.

Zastupci rodu Mycobacterium jsou jednak piavodci klasické tuberkuldézy (napf.
M. tuberculosis), ale také mohou zplisobovat méné cCasté infekce Clovéka a zvitat obecné
nazyvané mykobakteriézy. Samotnd infekce byla casto spojena s urcitou indispozici
nemocného jedince; v minulosti miizeme hovofit napt. o nedostatku jidla a s nim spojenym
nedostatkem vitamind, oslabeni organismu jako celku, nedodrzovani hygienickych navyki
apod. [1][2]

Viibec jednim z nejznaméjSich a nejobdvanéjSich mykobakteridlnich onemocnéni, se
kterym se lidstvo potyka jiz od pravéku, byla tuberkuldza, diive také nazyvana ubyté nebo
souchotiny. Tuberkuléza je zplisobena bakterii Mycobacterium tuberculosis. Ve vyspélych
staitech byla ucinné potlacena ockovanim, v zemich trettho svéta vSak predstavuje stale
pretrvavajici problém ive 21. stoleti [3]. Dalsi obdvanou infekci zpiisobenou Ccinitelem
M. leprae se stalo malomocenstvi neboli lepra. Prvni pisemné zdznamy o malomocenstvi byly
zaznamenany jiZ roku 1 500 pf. n. 1., velkou hrozbou se vSak stala béhem kiizovych vilek,
kdy se kfestansti vojaci vraceli z kiizovych vyprav z Asie, kde se touto nemoci nakazili,
arozsifili ji do Evropy. Tyto dvé mykobakterie naprosto zastinily vyznam ostatnich, tzv.
netuberkuléznich mykobakterii [3][4].

Mykobakteridlni infekce zplisobené netuberkul6znimi mykobakteriemi (NTM) upoutaly
pozornost v 80. letech 20. stoleti, kdy miZeme hovofit o poc¢atku epidemie HIV/AIDS [1][5].
Toto onemocnéni s sebou nese silné potlaceni funkce imunitniho systému nemocného jedince,
ktery se tak stdvd nachylnéjSim ke vzdcné se vyskytujicim infekcim. Pravé potlaceni funkce
imunity je signdlem pro utok mykobakterii a propuknuti onemocnéni, které je Casto obtizné
1éCitelné béznou antimikrobialni 1éCbou [1][6].

V poslednich letech se pozornost védci a I1ékafi zaméfila také na bezpeCnost
a mikrobiologickou nezavadnost potravin. Mykobakterie vyskytujici se bézné€ v Zivotnim
prostiedi mohou piedstavovat riziko vedouci ke kontaminaci n€kterych potravin (napi. ryby,
mléko nebo mlécné vyrobky). V posledni dobé dochdzi k narlstu piipadi mykobakteridz,
aproto je dulezité urCit mozné zdroje NTM a tim minimalizovat moznosti kontaminace
Clovéka s naslednym vznikem infekce [7][8].

Diplomova price je proto zaméiena na posouzeni kontaminace rybiho masa NTM. Vzorky
ryb pochézely z tuzemské trznf sit¢ a ze sladkych povrchovych vod. U vzorki byla provedena
detekce a identifikace mykobakterii pomoci mikroskopickych a molekularné biologickych
metod a na zdklad¢ ziskanych vysledki byla posouzena mikrobiologickd nezdvadnost ryb
vyskytujicich se na tuzemském trhu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika rodu Mycobacterium

2.1.1 Obecna charakteristika mykobakterii

Mykobakterie jsou aerobni, acidorezistentni, nepohyblivé, nesporulujici rovné nebo mirné
zakiivené tycky (Obrdzek 1). Mohou tvofit vldkna nebo mycelium pfipominajici struktury,
které se ale snadno rozpadaji zpét do ty€ek. Obtizn¢ se barvi Gramovou metodou, obvykle
jsou slabé grampozitivni [9][10]. Jednim z charakteristickych a v bakteridlni fiSi ojedinélych
znakli je acidorezistence barveni, tj. builky obarvené kalbolfuchsinem se neodbarvi
plusobenim okyseleného etanolu nebo plsobenim samotnych kyselin [11], ¢ehoZ se vyuZiva

pfi mikroskopickém stanoveni mykobakterii ve vzorku.

Jedn4 se o pocetnou skupinu bakterii. V soucasné dobé je zndmo na 155 mykobakteridlnich
druhti a 15 poddruht [12].

D ¥

Obrazek 1 — Mycobacterium tuberculosis [10].

2.1.2 Charakteristika buné¢né stény

Vnéj$i membrdna mykobakterii obsahuje esterifikovanou kyselinu mykolovou o velmi
dlouhych vétvenych tetézcich, cozZ pfispiva k hydrofobicité, nepropustnosti a pomalému riistu
pomalu i rychle rostoucich mykobakterii [13]. Tento znak ma za ndsledek pfilnavost
k povrchiim, tvorbu biofilmi, rezistenci k desinfekénim ¢inidlim a antibiotikiim [5]. Jsou
odolné vii¢i vysuseni, proto mohou piezivat a ziistdvat infekéni v prostiedi po dlouhou dobu
[14].



2.1.3 Rozdéleni mykobakterii

Mykobakterie jsou nejcastéji déleny do dvou kategorii — pravé (tuberkulézni) mykobakterie
obligidtné¢ patogenni pro c¢lovéka a mykobakterie netuberkul6ézni, které mohou vyvolat
onemocnéni za urcitych podminek (viz kapitola 2.2.3 Plicni infekce zptiisobené NTM). Pro
potieby diplomové préce je tfeba uvést také déleni podle rychlosti ristu a tvorby pigmentt.

tuberkulozni mykobakterie

Nejlépe prostudovanou a popsanou skupinou jsou obligdtné patogenni mykobakterie patiici
do komplexu Mycobacterium tuberculosis (MTC), jehoz zastupci jsou ptivodci zdvaznych
infekci u Clovéka. Do tohoto komplexu patiti M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis,
M. bovis BCG' a tf méng Gasto se vyskytujici M. microtii, M. canettii a M. pinnipedii [15].

netuberkulozni mykobakterie

Netuberkul6zni mykobakterie (NTM) jsou organismy bé&Zn¢ se nachdzejici v prostiedi.
Byly izolovany z vodnich systému, ale také z pidy, prachu a rostlin [6]. Jsou fazeny mezi
podminéné patogenni bakterie, které mohou zpiisobit infekce lidi a zvitat. V historii byly
zastinény M. tuberculosis zpusobujici tuberkulézu u lidi; jejich klinicky vyznam byl objasnén
teprve neddavno [6].

Mezi zastupce nejbéznéji izolovanych NTM zlidi jsou M. avium subsp. hominissuis,
M. intracellulare, M. kansasii, M. xenopi, M. marinum, M. abscessus, M. chelonae [5].

délenti dle rychlosti rustu

Dalsim moZnym délenim mykobakterii je d€leni dle rychlosti rstu na rychle rostouci
a pomalu rostouci mykobakterie.

= Rychle rostouci mykobakterie tvoii kolonie pii kultivaci béhem 3 — 7 dni. Jako
zastupci rychle rostoucich mykobakterii jsou uvddény M. abscessus, M. chelonae
nebo M. fortuitum.

= Pomalu rostouci mykobakterie potfebuji pro rast kultury del$i cas, obecné je
uvadéno vice jak sedm dni, kultivace vSak trvd az nékolik mésicti. Mezi pomalu
rostouci mykobakterie patii napt. M. avium, M. intracellulare, M. kansasii,
M. xenopi, M. marinum aj. [5]

' Bacil Calmettiv-Guériniiv — oslabeny tuberkulézni bacil bovinniho typu uZivany od roku 1921 k piipravé
ockovaci latky pro aktivni imunizaci proti TBC.



déleni dle produkce pigmentii

Pomalu rostouci NTM jsou déleny do ti{ kategorii podle produkce pigmentt (klasifikace
dle Runyona) [1]:

I.  fotochromogenni — mykobakterie tvoii kolonie produkujici Zluto-oranZovy
pigment v pfitomnosti svétla, vtemnu jsou kolonie bezbarvé (M. kansasii,
M. marinum)

II. skotochromogenni — mykobakterie tvoii kolonie produkujici Zluto-oranzovy
pigment pii ristu na svétle nebo ve tmé (M. gordonae, M. scrofulaceum)

III.  nechromogenni — mykobakterie tvoii bezbarvé kolonie (M. ulcerans)

Za Ctvrtou skupinu lze povaZovat rychle rostouci mykobakterie, které netvofi pigmenty
vubec [1].

2.2 Klinicky vyznam mykobakterii

2.2.1 Tuberkuléza a malomocenstvi

Mykobakteridlni onemocnéni provéazeji lidstvo jiz od nepaméti. Nejzndméjsi
mykobakteridlni infekci je tuberkuléza (TBC) zplisobend M. tuberculosis, které je
v rozvojovych zemich stdle jednim ze zavaznych bakteridlnich patogent. V disledku této
infekce dochdzi ro¢n¢ k imrti kolem tif miliond lidi a dalSich devét milionli je nakaZeno
nasledkem chudoby, podvyzivy a Spatnych Zivotnich podminek. Ve vyspélych zemich je
riziko propuknuti TBC sniZzeno ockovanim. M. tuberculosis napadd primarné plice
(Obrdzek 2), infekce vSak miliZe byt rozSitena krevnim a lymfatickych systémem také do
jinych ¢asti organismu [3][16][17].

Mezi dalsi vazné mykobakteridlni onemocnéni patii malomocenstvi neboli lepra. Lepra je
jednim z nejstarSich mykobakteridlnich infekci zndmych uz od antickych dob, kdy bylo
spojovdno s mordlni necistotou postizeného a bylo povazovadno za BoZi trest. Nejstarsi
zminka o lepfe pochazi zroku 1500 pf.n.l. Jednd se o chronické infekéni onemocnéni
zpisobené bakterii M. leprae’ napadajici kiiZi, sliznice a nervy na perifernich &astech té&la [4].
Ptenos infekce je tizce spojen s prelidnénim a nedostacujici hygienou v chudych oblastech, tj.
dlouhodobym piimym kontaktem s postizenym a tzv. kapénkovou infekci (vdechovanim
kapének uvolnénych béhem kychéni a kaslani nemocnych) [3][4][18].

* M. leprae bylo objeveno norskym védcem G. A. Hansenem roku 1873 jako prvni bakteridlni paivodce lidské
infekce [3].
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Obrazek 2 — RTG snimek plice postizené TBC; postiZena oblast je zvyraznéna Sipkami [19].

2.2.2 Paratuberkuloza — Johneho choroba

Paratuberkul6za (nebo také Johneho choroba) je chronické infekéni onemocnéni zvitat,
predevsim skotu a dalSich pfezvykavci. Pavodcem je M. avium subsp. paratuberculosis
(MAP), které napadd zaZivaci trakt skotu a zplisobuje zdvazné zdravotni problémy. Vyzkumy
vSak prokdzaly, Ze MAP nemusi byt lokalizovdna pouze ve stievech nemocného zvitete, ale
mohou byt infikovany také dalsi orgdny (napt. mlécné zlazy a reprodukéni organy) [20].

MAP je jednou z nejpomaleji rostoucich mykobakterii (3 — 9 mésict). Jedna se o obligitné
patogenni bakterii, kterd je pivodcem paratuberkulézy u skotu a v poslednich letech je stile
vice spojovana také s Crohnovou chorobou u lidi [21].

prenos a priznaky

Nejvice rizikovym faktorem pro rozsifeni choroby je nemocny kus ve stadé. Zdrojem
bakterii miZe také byt trus nakaZenych zvitat, kontaminované krmivo, pastviny, voda
a mléko. Posledni zminéné je nebezpecné pii pienosu infekce z matky (napf. krdvy) na mlade¢.
[22]. MAP pronikd do organismu mladého zvitete, kde vSak nemusi zplsobovat ptiznaky
onemocnéni. Infikovany kus se tak stivd nebezpecnym nosicem a muZze zpusobit ndkazu
dalsich zvitat. Dtsledkem skryté infekce je sniZeni dojivosti samic a schopnosti reprodukce,
coz ma za nasledek ekonomickou ztratu chovatele [23].

Mezi klinické priznaky infekce patii zanét stfev, ktery vede k urputnym prijmim a ztraté
hmotnosti, coZ Casto vede k thynu zvitete.
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vyskyt

Paratuberkuléza skotu je celosvétové se vyskytujici onemocnéni jak u chovii dobytka, tak
Novém Zé€landu, hojné je rozsiteno v jizni a jihovychodni ¢4sti Asie, v Evropé a ¢dstecné ve
Stiedni a Jizni Americe [22].

2.2.3 Plicni infekce zptisobené NTM

Plice mohou byt snadno napadeny vdechovanim aerosoli obsahujicich zna¢né mnoZstvi
mykobakterii [6], a proto jsou chronické plicni infekce zpiisobené NTM nejbéznéjSim
projevem pisobeni téchto mykobakterii na lidsky organismus [1].

Mezi NTM zpiisobujici nejcastéji plicni infekce patii zastupci komplexu Mycobacterium
avium. (MAC) M. avium hominissuis a M. avium avium. Je pozoruhodné, Ze plicni
Spojenych statech americkych se jedna ptredevSim o M. intracellulare a M. kansasii, v Evropé
prevlada M. xenopi a M. malmoense [6].

prenos a priznaky
NTM jsou pitvodci plicnich mykobakteridlnich onemocnéni predevsim:

= u lidi s oslabenou imunitou v disledku HIV/AIDS infekce, rakoviny, chemoterapie Ci
imunosupresivni 1écby spojené s transplantaci organii

= ulidi s jiz existujicim onemocnénim plic nebo deformovanou hrudni stavbou

=y alkoholikd a kufaku [5]

Priibéh plicniho onemocnéni proto Ize charakterizovat dvéma riznymi piistupy — pacienti
HIV negativni a pacienti s HIV/AIDS.

V prvnim piipad¢€ jsou piiznaky nerozliSitelné od tuberkul6zy a je charakterizovana velmi
pomalym priubéhem. Nejvice ohroZenou skupinou lidi jsou star§i osoby (pfedevSim muZi)
s predisponujicim plicnim onemocnénim (napf. silikéza, cysticka fibréza [1], chronicka
obstrukéni choroba, pneumokonidza, jiz prodé€land tuberkul6za ¢i rakovina plic). Typickymi
priznaky jsou kasel, horecka, ztrata hmotnosti, slabost a plicni nedostate¢nost [6].

Druhou ohroZenou skupinou jsou potom pacienti trpici HIV/AIDS. Pruibéh nemoci je
zpravidla velmi rychly a typickymi pfiznaky jsou kaSel, horecka a ztrata hmotnosti [6].

Ptenos NTM z Clovéka na Clovéka zatim nebyl zaznamenén [6] a byl prakticky vyloucen
[20]. Pacienti jsou cCasto infikovani pfi kontaktu s kontaminovanym prostfedim (ptida, prach,
voda). Jak uz bylo zminéno, nejvice ohroZeni jsou pacienti s poruchou funkce imunitniho
systému ¢i s oslabenim plic. Dalsi rizikovou skupinou jsou lidé pracujici v praSném prostiedi,

vvvvv
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vyskyt

S postupnou eliminaci humdénni tuberkulézy v rozvinutych zemich zacala incidence
plicnich mykobakteriéz zptisobenych NTM nartstat. Tento trend je zapti¢inén také rozvojem
molekuldrné diagnostickych metod (tj. pfesn€j$Sim uréenim infekci) [23]. ZvySeny vyskyt byl
zaznamenan piedevSim ve Spojenych stitech americkych a v Evropé (Skandindvie a Velka
Britanie) [6].

V Ceské republice byl v minulosti taktéZ zaznamenan nartist mykobakteridlnich plicnich
onemocnéni zpuisobenych zastupci MAC (Graf 1).

Graf 1 —Trend vyskytu infekei zpusobenych Mycobacterium tuberculosis (MTB) a MAC u lidi
v Ceské republice [24].

1000 4 947

907

800

600

400
249

200 153

99 92 106
s MAC .

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

2.2.4 Kozni infekce zpisobené NTM

KozZni infekce zplisobené netuberkul6znimi mykobakteriemi se nejcastéji projevuji na
mekkych tkdnich rukou, lokt, na kolenech a chodidlech. Jsou charakteristické tvorbou

granulomatéznich uzlikli, z nichz se mohou vyvinout viedy. V tézSich formach mohou byt
zasazeny také lymfatické uzliny, klouby, Slachy aj [6].

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce NTM zpusobujici kozni infekce u lidi patii M. marinum
aM. ulcerans. Jednd se o pomalu rostouci mykobakterie, které pii kultivaci preferujici
chladnéjsi teploty (30-33 °C) [3].
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Mycobacterium marinum

NP

M. marinum je Siroce roz$ifeno ve vodnim prostfedi, predev§im v pomalu tekouci, pfipadné
stojaté sladké i motské vode. V 60. letech minulého stoleti byly infekce spojené s M. marinum
pfisuzovany pouze Spatné chloraci bazénové vody. V dnesni dobé je prokdzdna také spojitost
mezi mykobakteridlni infekci zplisobené M. marinum a akvaristikou nebo praci v rybafském
prumyslu. Zminéné zdroje ndkazy daly vzniknout pojmenovéni infekce ,,swimming pool
granuloma“ ¢i ,,fish-tank granuloma‘ [2].

prenos a priznaky

M. marinum zpusobuje chronické onemocnéni mékkych tkani jak u zdravych jedincti, tak
u jedinct s oslabenou funkci imunitniho systému. Jak uz sdm ndzev napovid4, béhem nemoci
se na kazi tvoii drobné bezbolestné 1éze (granulomy). Prvnimi pfiznaky infekce jsou
zarudnuti kiize a tvorba pupinkd (podobné vyrdzce). Pokud neni infekce vCas a spravné
1éCena, 1éze mohou praskat a vytvaret jizvy. V dal$ich stddiich se infekce mlzZe projevit jako
zanét Slachové pochvy, zanét kloubil nebo zdnét kostni diené. Nej€astéji jsou napadany dlané,
lokty, kolena a paty [2][3].

Infekce je pfendSena pfimym stykem clovéka s infikovanym prostiedim. Mezi dva hlavni
rizikové faktory pro pfenos infekce zplsobené M. marinum patii drobné odérky na kiZzi
a dlouhodoby styk s kontaminovanou vodou v pfirozenych vodnich tocich, nddrzich nebo
akvariich a s organismy v nich Zijicich [22].

Obrazek 3 — Projevy koZzni infekce zptisobena Mycobacteriu. marinum [25].

vyskyt

Onemocnéni zplisobené M. marinum je rozsiteno celosvétove. Nartst pacientii postizenych
touto infekci byl zaznamendn srostouci oblibou vefejnych bazéni, kde dochézelo
k nesprdavné chloraci vody, a akvaristiky. Infekce se Casto vyskytuje také v oblastech, kde jsou
zdrojem obZivy rybolov ¢i chov ryb na rybich farméach [22].
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infekce u ryb

M. marinum je ptiCinou infekéniho onemocnéni nejen u lidi, ale také u ryb. Rizikovym
faktorem pro rozvoj infekce v akvarijni kultufe je piitomnost nemocného kusu, ktery mtize
déle infikovat dal$i ryby [22]. Zpusobuje chronickou infekci, kterd je charakteristickd tvorbou
granulomil obsahujicich mykobakterie pfedevSim v jatrech, ledvinich, slezin¢ a stfevé
infikovanych ryb. Mimo tvorbu granulomt patii mezi pfiznaky onemocnéni maldtnost, ztrata
apetitu a ubytek na véaze, zmény na kiZi, poskozeni ploutvi aj. [25] Mezi dalsi
mykobakteridlni Cinitele, ktefi zpisobuji infekci u ryb, patii M. kansasii, M. fortuitum,
M. chelonae a M. gordonae [27].

Lécba mykobakteriéz u ryb neni patficné vyvinutd, proto je nutné dbat predevSim na
prevenci v chovech, tj. pravidelné veterinarni prohlidky a dostate¢na hygiena pii manipulaci
s obsahem akvdrii. Infikované rybi kultury se mohou stit potencidlnim zdrojem nakazy pro
chovatele [26].

Mycobacterium ulcerans

M. ulcerans zpisobuje zdvazné koZni problémy u lidi s oslabenym imunitnim systémem,
tzv. viedy ,,buruli ulcer. M. ulcerans se bézné vyskytuje v pomalu tekoucich fekach, vodnich
nadrzich, mocdlech a jezerech. V historii byla vétSina piipadii zaznamendna podél toku feky
Nil a v Ugand&’ [22].

prenos a priznaky

Jednd se o zdvazné nekrotizujici viedové onemocnéni, vyskytujici se pfevazné u déti ve
véku 4 — 15 let. Mezi prvni piiznaky patii vyskyt malych koZnich uzlikii, ze kterych se
infekce §iff do podkozni ¢asti kize [22]. Uzliky se poté zvétSuji a tvoii praskajici, relativné
nebolestivé viedy, které se spontdnné hoji [28]. Hojeni je provazeno tvorbou velkych jizev,
které mohou byt omezujici [6] — trvalda deformace koncetin, slepota a jiné nepfiznivé

nasledky, coz mé také ekonomicky a socidlni dopad na postizeného Cloveka [28].

V minulosti bylo pfedpoklddadno, Ze infekce je pfenosnd pravdépodobné pouze z ¢lovéka na
Cloveéka diky piitomnosti silné¢ bakteridlnich loZisek v okoli jiz prasklych viedt [6][22].
Soucasné studie vSak prokdzaly, Ze €loveék muze byt infikovan také pii styku s prostfedim,
kde se M. ulcerans nachdzi — kontaminovand voda, pitida nebo vegetace, jednim
z potencidlnich pfenasect jsou zdstupci fadu polokiidlych (bodavy vodni hmyz), ktery je
schopen pienaset M. ulcerans ve slinnych zlazach [28][29]. Stejn¢ jako u infekce zpiisobené
M. marinum je i zde rizikovym faktorem poranéni ¢i podraZzdéni kiiZe a dlouhodob¢jsi kontakt
s kontaminovanym prostfedim.

? Uganda byla v historii nazyvana Zemi Buruli, odkud byl odvozen nézev onemocnéni [22].
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vyskyt

Infekce zpisobend M. ulcerans se nejhojnéji vyskytuje v zdpadni a stfedni Casti Afriky,
v subtropickych a tropickych oblastech Jizni i Severni Ameriky, ve vychodni a jihovychodni
&asti. V Ceské republice nebyl zaznamenan dosud Zadny piipad. Byly viak evidovany piipady
evropskych cestovatelll s timto postizenim [30].

2.2.5 Lymfadenitida

Lymfadenitida, neboli zdnét miznich uzlin, je nejcastéjSim projevem infekce zplisobené
NTM u déti ve vyspélych zemich. V 70. letech 20. stoleti byla nejvice se vyskytujicim
ptuvodcem infekce M. scrofulaceum, v soucasné dob¢ vSak hraje vyznamnéjsi roli MAC, ktery
je potvrzovan priblizné v 80 % kultivovanych vzorki [1][6].

prenos a priznaky

Nejvyssi riziko vyskytu infekce miznich uzlin je patrné u déti ve véku 1 — 5 let, u dospélych
je onemocnéni vzacné [32]. Détsky organismus je obvykle infikovan ordlné a to diky ¢astému
vnaSeni Spinavych rukou a cizich pfedmétii do dst [6]. NTM nej€astéji napadaji mizni uzliny
v hlavé a krku, zejména piedni kréni uzliny, proto je hlavnim pfiznakem bolestivé polykani

[2].

diagnoza a lécba

Jak jiZ bylo naznaceno v tvodu této kapitoly, infekce lymfatickych uzlin je potvrzovana
bud’ pozitivnimi kultivacemi kultur NTM z infikovanych lymfatickych uzlin, nebo
histopatologické  vySetfeni kombinované s vyloucenim M. tuberculosis  infekce.
Antimikrobidlni 1écba je obecné neefektivni, jedinou skutecné tcinnou terapii je dukladné
chirurgické odstranéni postizenych uzlin [1][2].

2.2.6 Systémova mykobakterialni onemocnéni
V literatuie byly popsany ojediné€lé pripady systémového rozsiteni NTM infekce do dalSich

organt infikovaného jedince [31]. Nejcastéji dojde k rozsiteni infekce u pacientli s potlacenou
funkei imunitniho systému v disledku dalSich systémovych onemocnéni (diabetes mellitus,
CHOPN, HIV/AIDS) nebo probihajici 1écebné terapie [1][31]. NejcastéjSim pavodcem
systémovych infekci jsou zastupci MAC [2]. V soucasné dob¢ je vSak dokdzano plsobeni
dalSich mykobakterii, napt. M. chelonae, M. abscessus, M. xenopi, M. kansasii, M. marinum

aj. [1][6][13]

prenos a priznaky

Nejcastejsi branou vstupu infekce do organismu jsou dychaci cesty a zaZivaci trakt [6].
Hlavnimi pfiznaky systémového mykobakteridlntho onemocnéni jsou vysoké horecky,
nevolnost, ztrdta hmotnosti, bolesti bficha, nadmérné poceni, zadrhavani feci a jiné. Mohou se
také vyskytovat podkozni uzliky nebo abscesy [1][2].
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Napftiklad infekce zplisobend M. intracellulare mize byt v organismu vzacné prezentovina
jako tuberkulomy”, které imituji nddorovy proces (tzv. pseudotumory). Byl zaznamendn
vyskyt mykobakteridlnich pseudotumorti v miznich uzlindch, kostni dfeni, stfevech, na kizi,
v plicich a mozku [1].

diagnoza a lécba

Nejvice uzivanou metodou pro diagnézu systémového onemocnéni zplisobené NTM je
kultivace vzorkli kostni dfené nebo krve postizenych pacienti. V ptfipad€, Ze projevem
infekce jsou kozni 1éze, provadi se také kultivace stéri nebo biopsie postiZenych oblasti této
tkané [1].

Lécba je zpravidla zdlouhava a zaloZena na soubéZzné aplikaci dvou a vice antituberkulotik,
nebot NTM jsou zpravidla rezistentni ke klasickym antibiotikim. Systémova infekce
zptisobend NTM neni ¢asto diagnostikovdna s ohledem na nespecifické ptiznaky onemocnéni,
a také v dusledku dalSiho systémového onemocnéni pacienta, které je v popiedi zdjmu
klinickych lékaia [1][6].

2.3 Metody pro detekci mykobakterii

Se zménou Zivotniho stylu a stravovacich navykt dochdzi v posledni dob¢ k narastu infekci
zpisobenych NTM. S ohledem na tuto skutecnost byla vyvinuta snaha zavést rychlé
a dostatecné¢ citlivé metody vhodné pro detekci a identifikaci jednotlivych mykobakteridlnich
druhii. [33]. Spravné urCeni mykobakterie piitomné ve vzorku je dulezité predevSim
z hlediska jejiho klinického vyznamu a cilené antibiotické terapie [2].

2.3.1 Mikrobiologické metody

Mikroskopie

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.1 Obecna charakteristika mykobakterii,
mykobakterie patii mezi acidorezistentni organismy. Této vlastnosti se vyuZziva pii
mikroskopickém stanoveni mykobakterii dle Ziehl-Neelsena. Bunky po obarveni
karbolfuchsinem nejsou odbarvovany kyselym etanolem nebo minerdlnimi kyselinami.
Metoda je podstatné rychlejsi, ale mén¢ citlivd nez metody kultivacni, pfesto hraje
vyznamnou roli pii diagnéze mykobakterialntho onemocnéni [11][34].

Dalsi doporu¢enou metodou barveni pfed mikroskopickym stanovenim mykobakterii je
barveni auraminem [34].

* Tuberkulom — loZisko tvofené nakupenim Mycobacterium tuberculosis opouzdiené pojivem. Na RTG
obrazu se obvykle zobrazuje jako dobfe ohrani¢eny solitdrni okrouhly ttvar.
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Obrazek 4 — Mycobacterium tuberculosis po barveni dle Ziehl-Neelsena; fez plici postizenych TBC
[35].

é

Kultivacni metody

Vzhledem ke schopnosti mykobakterii produkovat pigmenty (viz kapitola 2.1.3 Rozdéleni
mykobakterii) patii mezi nejcastéji pouzivané metody detekce mykobakterii kultivace jak
v tekutych, tak i na tuhych kultivacnich médiich.

Rychle rostouci mykobakterie tvoii viditelné kolonie do sedmi dnli. V piipadé¢ pomalu
rostoucich mykobakterii se vSak jednd o ¢asové naro¢nou metodu (zpravidla 3 — 4 mésice),
coz muze hrit vyznamnou roli pfi zahdjeni 1écby jiZ probihajici infekce [34][36].

Dalsi komplikaci pfi kultivaci mykobakterii mize byt pfitomnost jinych bakteridlnich
druhii ve vzorku. Za timto tcelem je vhodné nejdiive provést dekontaminaci analyzovaného
vzorku tak, aby byl potlacen rust ostatnich mikroorganismt, ale byla zachovédna vitalita
mykobakterii. Jednou z uZivanych kontaminaci kontrolujicich latek je napt. N-acetyl-L-
cystein a 2% roztok NaOH [34].

Dekontaminovany vzorek je ockovdn na vhodnd tekutd nebo pevnd média. Mezi
nejuzivangj$i tekutd média je fazeno napf. Middlebrook 7H9; pro kultivaci na pevnych
médiich je pouzivano Loewenstein-Jensen médium s vajecnym zédkladem nebo Middlebrook
7H10 a 7H11 médium s agarovym zdkladem [2][34][37].

Rychle rostouci mykobakterie by mély byt inkubovany pfi teplotich 28 — 30 °C. Klinicky
vyznamné  pomalu  rostouci NTM  vyZaduji  kultivaéni  teplotu v rozmezi
35 — 37 °C, najdou se vsak i vyjimky, napt. M marinum s kultivatnim optimem 30 — 33 °C
[2].
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Biochemické metody

Identifikace mykobakteridlnich izolati pomoci biochemickych charakteristik probihd na
zéklad¢ sledovani napt. uredzové aktivity, hydrolyzy Tweenu 80, produkce niacinu, nitrat
reduktazy, kyselé fosfatdzy, kataldzy, a-esterdzy, pyrazinamidazy, arylsulfatazy aj. [34]

Dalsim moZnym pfiistupem je sledovani ristu izolatu za pfitomnosti riznych latek, jako je
napt. NaCl nebo isoniazid [34].

2.3.2 Molekularné diagnostické metody

Kultivaéni a biochemické metody detekce a identifikace mykobakterii na zdkladé
fenotypovych charakteristik jsou velmi zdlouhavé a casto nepiesné. Fenotyp
mykobakteridlnich kultur je totiz nestdly, Casto proménlivy v zdvislosti na kultivacnich
podminkach [38]. RozliSeni Sirokého spektra NTM pomoci téchto metod je proto dnes
prakticky nemozné.

Béhem dlouholetého vyzkumu byl pozorovan velky potencidl polymerdzové fetézcové
reakce (PCR), pti které dochazi ke zmnoZeni vybrané specifické oblasti DNA, podle které je
potom mozné urcit a rozlisit urcité bakteridlni komunity.

Na zdkladé PCR proto byly vyvinuty molekuldrné diagnostické metody (Tabulka 1), které
rychleji, citlivéji a presnéji detekuji mykobakterie a jsou pouZivany pro rozliseni jednotlivych
mykobakteridlnich druhi ve vzorku [34].
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Tabulka 1 — Piehled metod pro detekci a identifikaci jednotlivych mykobakteridlnich druhi.

RozliSeni
o R Gen Metoda Reference
Mycobacterium 16S rRNA PCR-REA Thierry et al., 1990 [39]
sp. multiplex PCR Wilton and Cousins, 1992 [40]
ITS PCR-REA Roth et al., 2009 [41]
dnal konven¢ni PCR Nagai et al., 1990 [42]
MTC IS6110 konven¢ni PCR Thierry et al., 1990 [39]
real-time PCR Niemann et al., 1999 [43]
RFLP Lemaitre et al., 2004 [44]
rpoB multiplex PCR Mokkadas&Ahmad, 2007 [45]
MAC IS1245 konvencni PCR Guerrero et al., 1995 [46]
real-time PCR Slana et al., 2010 [47]
RFLP Ritacco et al., 1998 [48]
MAP 1S900 konvenc¢ni PCR Green et al., 1989 [21]
real-time PCR Slana et al., 2008 [8]
RFLP Pavlik et al., 1999 [49]
F57 real-time PCR Slana et al., 2008 [8]
16S rRNA multiplex PCR Wilton and Cousins, 1992 [40]
M. marinum erp real-time PCR Salati et al., 2010 [50]
skupina
M. ulcerans 1S2404 konvenc¢ni PCR Stinear et al., 1999 [51]
real-time PCR Fyfe et al., 2007 [52]
1S2606 konvencni PCR Stinear et al., 1999 [51]

real-time PCR

vysvetlivky: PCR-REA ... polymerazova restrikéni analyza

RFLP... polymorfismus délky restrikénich fragment

Detekéni sety zaloZené na hybridizacnich sonddch

Fyfe et al., 2007 [52]

V soucasné dobé je k dispozici nékolik detekénich setli, zaloZzenych na hybridiza¢nich

sondach, které jsou vyuzivany pro identifikaci NTM v izoldtech.

AccuProbe (GenProbe; USA) vyuzivd kidentifikaci mykobakterii hybridizaci
chemiluminiscencné znacené DNA sondy se specifickou oblasti genu pro 7/6S rRNA.
Vyhodou této detek¢ni sady je detekce NTM piimo v lyzatu kultury bez nutnosti PCR
amplifikace. PouZiti toho testu je vSak omezené na identifikaci MTC, MAC, M. gordonae,
M. intracelullare a M. kansasii [34][45].

VEtsi uplatnéni nalezly detekéni sady vyuZzivajici reverzni hybridizaci PCR produktu na
nitrocelul6zovém prouzku s navdzanymi sondami, které jsou specifické pro nékolik
mykobakteridlnich druhii [34].
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INNO-LIPA test (Innogenetics; BEL) je zaloZen na amplifikaci DNA spojky mezi geny /65
rRNA a 23S rRNA (ITS). Umoznuje identifikaci 16 druhti mykobakterii véetné MTC [34][45].

GenoType Mycobacterium test (Hain Life science; DEU) vyuzivd amplifikace specifické
oblasti genu pro 23S rRNA. Na trhu jsou dostupné dvé sady téchto testi — CM sada umoziiuje
identifikaci MTC a 14 nejc€astéji se vyskytujicich NTM; AS sada rozSifuje zékladni sadu
o dalsich 16 méné béZnych NTM [33][34][45].

Specifickd detekce mykobakterii

Diky vyvoji a aplikaci ndstroji bioinformatiky byly odhaleny DNA lokusy unikétni pro
nckteré mykobakteridlni druhy. To umoznilo vyvoj specifickych real-time PCR metod pro
jejich detekci [33]. Piikladem takovych vysoce specifickych genid jsou napf. lokusy IS900
a F57 vyskytujicich se pouze u M. avium subsp. paratuberculosis nebo sekvence IS901
identifikovdna u M. avium subsp. avium [53].

Vyhodami specifické detekce mykobakterii oproti klasickym kultivatnim metoddm jsou
vysokd specifita, rychlost a citlivost. K dalSim vyhoddm real-time PCR (qQPCR) analyzy patii
nepochybné¢ ureni mnozstvi mykobakteridlnich bunc€k, coz umozni stanovit miru
kontaminace analyzovaného vzorku, ¢ehoz lze vyuZit pro sledovini pribéhu onemocnéni
behem antibiotické 1écby [53].

Gen erp

Gen erp kdduje Erp protein (exported repetitive protein) pattici do rodiny extracelularnich
proteintl, které jsou charakteristické pro rod Mycobacterium, [54] a lze jej proto vyuZzit
k jejich detekci pomoci molekuldrné biologickych metod. Protein byl piivodné popsan pouze
u zdstupci MTC, ale béhem nasledujicich analyz byl tento gen prokdzan u fylogeneticky
ptibuznych mykobakteridlnich druh. Samotny protein slouzi mykobakteriim k pieZiti
v makrofézich a pro intracelularni rast bun¢k [55].

Na zakladé sekvencni analyzy genu erp byla navrzena druhové specifickd metoda qPCR,
kterd je pouZzivana pro detekci zastupct skupiny M. marinum (MMS). Tato skupina zahrnuje
druh M. marinum, ktery je pivodcem systémové infekce u ryb a také koZnich mykobakteri6z
u pacientit popisujicich kontakt s prostiedim akvarijnitho chovu ryb [56]. DalSimu zéstupci
jsou mykobakterie produkujici mykolaktony (M. pseudoshottsii, M. shottsii a M. ulcerans),
které se vyvinuly z M. marinum progenitoru piijmem plazmidu a reduk¢ni evoluci.

Sirokospektrd detekce mykobakterii s ndslednou sekvenéni analyzou

Mykobakterie vykazuji vysokou mezidruhovou shodu DNA sekvenci a u vétSiny z nich
zatim nebyl detekovan specificky DNA lokus vhodny pro pfimou detekci. V takovém ptipadé
je mozno pro detekci NTM vyuZzit genl, které jsou pfitomné ve vSech prokaryotech
a identifikaci poté provézt pomoci rodové specifickych primerti s ndslednou sekvencni
analyzou. Pro tento ucel se ukdzaly jako vhodné geny pro 76S rRNA, transkripcné
prepisovand spojka mezi geny /6S rRNA a 23S rRNA (ITS), hsp65 nebo rpoB [34][45][57].
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Gen 16S rRNA

Sekvenéni analyza vyuzivd PCR amplifikace DNA, kterd je izolovana z bakteridlni kultury
nebo piimo z biologického materidlu. Pomoci Sirokospektré PCR je namnoZena rodové
specifickd oblast pro mykobakterie. Za zlaty standard v klinické diagnostice je povaZovana
analyza genu pro /6S rRNA. Ziskand primarni sekvence analyzované oblasti je srovndna
pomoci algoritmu ,,blastn se sekvencemi uloZenymi ve vetfejné dostupnych databédzich (napf.
http://www.eztaxon-e.org; www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/; rRNA2.ridom.de/).  PiislusSny
mykobakteridlni druh je nédsledné identifikovéan podle sekvencni shody [34].

MTC duplex PCR — gen rpoB
Metodika MTC duplex souZzi k identifikaci izolati Mycobacterium sp. a ke specifickému
rozliSeni zastupcit MTC od ostatnich mykobakteridlnich druht na zdklad¢ amplifikace genu

rpoB. Gen rpoB se vyskytuje u vSech druhti bakterii rodu Mycobacterium akéduje
beta podjednotku RNA polymerazy [33][58].

Délka vysledného amplikonu je 235 bp pro MTC, 136 bp pro ostatni mykobakterie,
poptipadé€ nekteii zastupci prezentuji dalsi amplikon o velikosti 203 bp [58] (Obrdzek 5).

Obrdzek 5 - Reprezentativni agar6zovy gel zndzoriujici amplifikované produkty z PCR reakce MTC
duplex u riznych bakterii; 1: E. coli, 2: S. aureus, 3: M. tuberculosis, 4: M. kansasii,
5: M. a. hominissuis, 6: M. chelonae, 7: K, L: velikostni standard 100 bp DNA.

pozn. Obrazek byl experimentdlné ziskdn v laboratofich Vyzkumného dstavu veterinarniho lékatstvi
v Brné¢ (VUVeL).

nevyhody Sirokospektré detekce mykobakterii

Sirokospektra detekce mykobakterii méa vSak také svd uskali. Prvnim z nich je analyza
smésného vzorku, kdy je vzorek kontaminovén jinymi bakteridlnimi druhy [34][59]. Smésny
vzorek miiZze byt vytvoien béhem izolace, kdy je kontaminovan DNA z bakteridlniho genomu
béhem samotného procesu, nebo v ptipadé, Ze je pacient infikovan vice bakteriemi [34]. Tyto

22



potiZe lze vyteSit upravou izolacniho postupu a v ptipadé smésného vzorku je potom piima
sekvence neuspésnd a informace je nutné ziskat nepifimym zpisobem, napf. vytvoienim
knihovny /6S rRNA klont [34][60].

Druhé omezeni je spojeno s nedostateCnym mnoZstvim sekvenci ve vefejnych databéazich,
které mohou obsahovat netplné, Spatné charakterizované nebo chybné sekvence [34].

Schéma detekce a identifikace mykobakteridlnich druhi

Ptfi samotné detekci a identifikaci mykobakterii je postupovdno podle ndsledujiciho
algoritmu:

Vzorek > Kultivace > Bakteridlni lyzat
A 4
Izolace DNA v
16S rRNA PCR
A 4
duplexni PCR
A 4

sekvencni analyza

2.4 Bezpecnost potravin

Se vzrastajicim poctem pacientt, u kterych propuklo zdvazné mykobakteridlni onemocnéni,
se zacali védci zabyvat provérovanim potravin jako moznym zdrojem nékazy. Proto probéhlo
n¢kolik studii zaméfujicich se na detekci a identifikaci NTM v potravinach, poptipadé
surovindch, které jsou béZn¢ pouzivany pro vyrobu potravin, at’ uz se jedna o Zivocisné nebo
rostlinné materidly. V soucasné dob¢ se také mluvi o MAP jako o moZzném puvodci Crohnovy
choroby, chronickém zanétu tlustého stfeva u lidi [61].

Nejvice zkoumanym potencidlnim nebezpecim je vyskyt MAP v mléce a mase z hovéziho
dobytka. Riziko kontaminace mlé¢nych a masnych vyrobkl je piimo spojeno s rozsahem
infekce v postizeném kusu dobytka a také s podminkami ustijeni, kde hrozi nebezpeci
fekalniho zneciSténi mléka. Samotnym kritickym bodem pro omezeni kontaminace mléka,
masa, mlécnych a masnych vyrobkil jsou proto farmy, na nichZ je dobytek chovan, a jatky,
kde je pordzen [62].
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mléko a mlécné vyrobky
MozZnym potencidlnim potravinovym zdrojem MAP je kravské mléko. Surové mléko je

obvykle kontaminovano dojnici, ktera trpi paratuberkulézou, nebo kiiZovou kontaminaci pfi
nespravném skladovani mléka po nadojeni.

Pocet MAP v mléce je obvykle redukovdn tepelnym oSetfenim mléka. Byl vSak
zaznamendn vyskyt nativnich bunék MAP v komercné pasterizovaném mléce. Neni
prokdzano, zda je neucinny pasterizacni proces nebo doSlo ke kontaminaci pii pozdéjsi
manipulaci. Podle nejnovéjsich poznatkli neohroZuje malé mnoZstvi mykobakteridlnich bun¢k
mikrobiologickou bezpecnost pasterizovaného mléka [7][8].

Pasterizované mléko je vychozi surovinou pro vyrobu masla, zmrzliny, syra typu cottage,
jogurtl, zrajicich syri aj. Obecné se ma za to, Ze mlécné vyrobky vyrobené z pasterizovaného
mléka nejsou zdravotn¢ zavadné. Komise pro mikrobiologickou nezdvadnost (USA) uvedla,
Ze bchem pasterizaCnich a zracich procesti je hladina MAP dostate¢né zredukovéna
a potravina je tak povaZzovdna za zdravotné nezavadnou [7].

maso a masné vyrobky

MAP je puvodcem systémového onemocnéni hovéziho dobytka (viz kapitola 2.2.2
Paratuberkul6za — Johneho choroba), proto jsou pfedevsim mleté hovézi maso a vnitfnosti
moznym zdrojem ndkazy MAP. ZvySeny pocet vitdlnich bunék MAP je piedpokladan
v tepelné neopracovanych vyrobcich, napt. mleté hovézi maso na tatarsky biftek, apod.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze syrové maso je konzumovano v mensi mite neZ mléko a mlécné
vyrobky, piedstavuje mlécny skot vetsi riziko pro pienosu MAP do lidského organismu [7].

MAP je ptitomen v odpadech ze statkli a farem (napf. vodni odpad, chlévska mrva aj.), kde
je chovan dobytek. Tento odpad mtiZe kontaminovat vodni zdroje a nadrZe, kde jsou chovany
ryby, a hrozi riziko ndkazy. Zatim vSak nebyly zaznamenany piipady infekce ryb
zptisobenych MAP [7].

ostatni zdroje ndakazy

Mykobakterie patii mezi mikroorganismy pfirozené se vyskytujici v okoli cloveka,
pfedev§im ve vodnich systémech a padach. Mykobakterie byly nalezeny v pfirodnich
a pitnych voddach, v potrubi rozvad¢jicim vodu v budoviach, v horkych lazenskych viidlech aj.
[5] Voda patii mezi zdroje, s nimiZ ¢lovek prichdzi kazdodenné do styku, proto vodni systém
predstavuje velké nebezpeci pro infekci pravé NTM.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomicky

PpFistroje
= Biohazard box MSC 12; Trigon plus, CZE
=  Box pro PCR; Aura PCR, Bio Air Instruments, ITA
= Centrifuga E-centrifuge 100-240 V; Wealtec Corp., USA
» Centrifuga MiniSpin® Plus; Eppendorf Czech&Slovakia, CZE
= Centrifuga SIGMA 1-15; Sartorius Stedim Biotech S.A., FRA
= Centrifuga 5424; Eppendorf Czech&Slovakia, CZE
= Elektroforetickd vana Owl EasyCast™ B1A; Thermo Fisher Scientific Inc., USA
= Elektroforetickd vana Owl EasyCast™ B2; Thermo Fisher Scientific Inc., USA
= Digitalni fotoaparat Canon PowerShot G5; Canon Czech Republic, CZE
= Chladnicka ARDO MPC 200A; ARDO, CZE
= (Chladnicka Liebherr Premium; MC Tree a.s., CZE
= Kompresor pro pipetu na sypké hmoty; Jemna mechanika — elektro Brno, CZE
= Laboratorni viha OHAUS Pioneer PA213M; OHAUS®, CHE
= [aminarni box; Aura Mini, Bio Air Instruments, ITA
= LightCycler 480 systém; Roche Molecular Diagnostic, DEU
=  MagNA lyser Instrument; Roche Molecular Diagnostic, DEU
=  Mikrovlnna trouba GALANZ; Guangdong Galanz Group Co., Ltd., CHN
= Mrazdk VXE 57; JOUAN, FRA
=  Mrazak SANYO Ultra Low; Schoeller Instruments, CZE
= NanoDrop 2000c Spectrophotometer; Thermo Fisher Scientific Inc., USA
= Napdjeci zdroj Powerpac™ 300 Basic; Bio-Rad Laboratories s.r.o., USA
=  Suchd lazen Isotemp 145D Digital; Thermo Fisher Scientific Inc., USA
= Suchd lizef Techne® Dri-Block®; MERCI, CZE
» Thermal Cycler DNA Engine Dyad® Dual-Bay; Bio-Rad Laboratories s.r.0., USA
= Ttepacka a suchd lazen Thermomixer Comfort; Eppendorf Czech&Slovakia, CZE
= Ttepacka a suchd lazenn Thermomixer Compact; Eppendorf Czech&Slovakia, CZE
Tiepacka VORTEX IKA MS 3 Basic; MERCI, CZE
= UV lampa PROLUX GM 55W SPHO1; PROMOS s r.o., SVK
= UV Transluminator Spectroline®; Spectronics Corporation, USA

ostatni laboratorni pomiicky

= Alobal

= Bé&zné laboratorni sklenéné a plastové pomucky

» Centrifugaéni zkumavky SuperClear® 50 ml; VWR, USA

= EU Thin-Wall 8-Tube Strip 0,2 ml; Bioplastics, NLD

=  Manudlni pipeta Finnpipette obj. 1-10 ul; Thermo Fisher Scientific Inc., USA
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= Manualni pipeta Finnpipette obj. 10-100 pl; Thermo Fisher Scientific Inc., USA

=  Manudlni pipeta Finnpipette obj. 100-1000 pl; Thermo Fisher Scientific Inc., USA

=  Mikrozkumavky se Sroubovacim uzavérem 2 ml PP; SARSTEDT s r.o., CZE

» Operaéni masky s bakteridlnim filtrem Foliodress® Mask Protect, Hartmann-Rico
a.s., CZE

= Spicky s filtrem TF-10-L-R-S; Axygen, USA

= Spi&ky s filtrem TF-100-L-R-S; Axygen, USA

= Spicky s filtrem TF-1000-L-R-S; Axygen, USA

= Tlakovy hrnec

= Vysetfovaci rukavice DERMAGRIP, latexové, nepudrované; WRP, MYS

= Zirkoniové kulicky 0,1 mm; Biospec, USA

Chemikalie

= Agardza; Serva, DEU

= Destilovana voda

= TOPO TA Cloning Kit; Qiagen, DEU

= DNA Remover™, DNA Decontamination Spray; Minerva BioLabs GmbH, DEU

= DNA z rybich spermii; Serva, DEU

» DNeasy® Blood&Tissue Kit; Qiagen, DEU

= DyNAmo™ Flash Probe qPCR Kit 2x; Finnzymes, FIN

= Etylalkohol absolutni p.a.; Penta, CZE

=  Ethidium bromid; Ambresco, USA

=  QGuttar - alkoholovy roztok pro desinfekci ploch postfikem; MPD plus, s.r.o., CZE

= Kanamycin (300 mg kanamycinu; 10 ml destilované vody); Sigma Aldrich, USA

= 5x KCM (0,32 g KCI; 0,51 g MgCl, x 6 H,0O; 0,22 ¢g CaCl, x 2 H,O; 10 ml
destilované vody)

= LB agar; LB agar Miller, Difco, USA

= LB buj6n; LB agar Miller, Difco, USA

= PCR voda; TopBio, CZE

- QIAprep® Spin Miniprep Kit; Qiagen, DEU

» QIAquick® PCR Purification Kit; Qiagen, DEU

= SOC médium (2,0 g Tryptonu; 0,5 g kvasnicného extraktu; 0,05 g NaCl; 1,0 ml
KCI; 2 ml glukézy; 0,5 ml MgCl, x 6 H,O; 96,5 ml destilované vody)

= 20x SB pufr (8,0 g NaOH; 45,0 g H,BOs; 1,0 1 destilované vody)

= TE pufr; Ambresco, USA

= Uracil-DNA Glycosylase; Roche Molecular Diagnostic, DEU

= Velikostni standard 50 bp DNA Ladder; New England BioLabs, GBR

= Velikostni standard 100 bp DNA Ladder; New England BioLabs, GBR

= Voda pro injekce; B. Braun, DEU

» 5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopyranosidase (20,0 mg  X-gal; 10 ml
destilované vody); Sigma Aldrich, USA



3.3 VysSetiované vzorky

V rdmci diplomové price bylo vySetfeno celkem 194 vzorkli z 11 druhd ryb (100 kust);
podrobngjsi rozpis je uveden v Tabulce 2. Pro ticely diplomové prace byly vzorky sesbirdny
ve Ctyfech brnénskych supermarketech a v nadrzich pouZzivanych pro komer¢ni chov ryb na
rybich farméach.

Tabulka 2 - Podrobny rozpis vySetfovanych vzorki

Ryba vIz)gﬁle(Ei Pocet Vif;(;)trenych VySetiované organy
Tilapie nilska 78 24 zéabry, pazerdkové zuby, jatra,
Oreochromis niloticus stievo, sval
Candat obecny 42 17 Zabry, vnitini orgédny, stfevo,
Sander lucioperca sval
Lin obecny 21 6 Zabry, vnitini organy, stievo,
Tinca tinca sval
Okoun Fi¢ni 5 5 sval
Perca fluviatilis
Amur bily 6 6 sval
Ctenopharyngodon idella
Kapr obecny 14 14 sval
Cyprinus carpio
Pangas spodnooky 8 8 sval
Pangasius
hypophthalmus
Pstruh duhovy 10 10 sval
Oncorhynchus mykiss
Tolstolobik bily 6 6 sval
Hypophthalmichthys
molitrix
Siven dravy 2 2 sval
Salvelinus fontinalis
Mi‘enka mramorovana 2 2 sval
Barbatula barbatula

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Izolace bakterialni DNA z zivodiSné tkané

Izolace DNA je zaloZena na pozménéném protokolu QIAamp DNeasy® Blood&Tissue Kit.
Doporuceny postup od vyrobce byl rozsiten o mechanickou homogenizaci mykobakteridlnich
bunck pomoci zirkoniovych kulicek v piistoji MagNA Lyser.

Bylo navédzeno 40 — 50 mg vzorku Zivoc¢isné tkané, ke kterému bylo pfiddno 350 mg
zirkoniovych kuli¢ek, 100 pl Proteindzy K (10 U.ml') a 360 ul ATL pufru. Smés byla
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inkubovéna pii T = 56 °C za stdlého tfepani pii of = 1400 rpm, dokud nebyla tkan zcela
rozpusténa (zpravidla po dobu 7 = 2 hodiny).

K rozpusténému vzorku bylo pifidino 400 ul AL pufru, smés byla dikladné
homogenizovdna za pouZziti vortexu a inkubovdna po dobu # = 10 min pii 7 =70 °C.
Mykobakteridlni buniky byly rozruSeny v MagNA Lyseru pfi ot = 6 400 rpm po dobu 7 = 60 s.
Vznikla suspenze byla kratce centrifugovéna (,,Short spin®).

Bylo ptfiddno 400 pl nedenaturovaného etanolu (96 %). Po dikladném promichéni byl
obsah zkumavky jesté¢ 3x promichdn pipetou a 600 pl roztoku bylo naneseno na membranu
kolonky, které byly centrifugovany pfi maximdlnim thlovém zrychleni (¢ = 14 100 g) po
dobu 7= 60s. Obsah sbérné zkumavky byl vylit a krok byl znovu opakovén. Purifikacni
kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky a byla zachycena mykobakteridlni DNA,
byla 2x promyta 500 ul AW1 pufru a centrifugovana pii maximélnich otickdch po dobu
t = 60 s. Kolonka s membrinou byla po druhém promyti umisténa do nové sbérné zkumavky
a za stejnych podminek byla promyta 2x 500 ul AW2 pufru. Kolonka byla po druhém promyti
umisténa do nové sbérné zkumavky.

Izolovana DNA byla eluovana do 100 ul TE pufru pfedehfatého na 70 °C. Po 3 minutiach
byla zkumavka centrifugovédna pii £€=6 100 g po dobu ¢ = 60 s. Ziskany filtrat byl nanesen na
membranu kolonky, centrifugovan pfi € =6 100 g po dobu 7= 60 s. Roztok s purifikovanou
DNA byl prenesen do malych zkumavek.

3.4.2 MTC duplex PCR

Byla pfipravena PCR reak¢éni smés dle Tabulky 3. Byla provedena MTC duplex PCR
reakce pro zjiSténi pfitomnosti amplikonu genu rpoB v jednotlivych vzorcich (teplotni profil
reakce je uveden v Tabulce 4). V reakci byly pouZity dvé sady primert, specifické pro MTC
a NTM, o sekvencich [45]:

NTMR: 5° - CAGCGGGTTGTTCTGGTCCATGAAC - 3¢
NTMF: 5° - GGAGCGGATGACCACCAGGACGTC -3¢
MTCR: 5 - ACAGTCGGCGCTTGTGGGTCAAC - 3¢
MTCEF: 5° - TACGGTCGGCGAGCTGATCCAAA - 3°

Po ukonceni PCR programu byly vzorky naneseny na 2% agardzovy gel a byla provedena
elektroforéza pti U =120 V, I = 400 A at = 40 min. Jako pozitivni kontroly byly pouZity
standardy ptipravené klonovanim PCR produktu ziskaného z M. tuberculosis a M. kansasii.
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Tabulka 3 — SloZzeni PCR smési pro reakci MTC duplex

Komponenty PCR smési V []
Voda 4.6
2x Master mix FastStart 10,0
MTCF 0,1
Primery MTCR 0,1
(100 pmol.ul™) NTMF 0.1
NTMR 0,1
DNA 5,0
Celkem 20,0

Tabulka 4 — Teplotni profil PCR reakce MTC duplex

Kroky PCR reakce T [°C] t [min, s]
Uvodni denaturace 95 3 min
97 1 min
Denaturace 2 cykly 95 1 min
Annealing 64 30s
Extenze 72 1 min
Denaturace 2 cykly 95 1 min
Annealing 62 30s
Extenze 72 1 min
Denaturace 2 cykly 95 1 min
Annealing 60 30s
Extenze 72 1 min
Denaturace 2 cykly 95 1 min
Annealing 58 30s
Extenze 72 1 min
Denaturace 22 cykla 95 1 min
Annealing 56 30s
Extenze 72 1 min
Findlni extenze 72 10 min
Zchlazeni 12 10 min
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3.4.3 Klonovani — piiprava standardi pro MTC duplex PCR

Postup pfipravy standardi pomoci klonovéni je provadén pomoci TA TOPO Cloning Kitu
dle navodu vyrobce. Proces se skldda z ligace cerstvé piipraveného PCR produktu do
plazmidového vektoru, transformace takto pfipraveného plazminového konstruktu
chemokompetentnich buné¢k, ovéfeni pozitivnich kolonii PCR reakci a sekven¢ni analyzy.
Chemokompetentni bunky Escherichia coli (TOP10) byly pfipraveny pracovniky
vyzkumného ustavu jiz diive a zamrazeny na - 80 °C.

Ligace (spojeni plazmidu a cerstve pripraveného PCR produktu)

Do zkumavky byla pfipravena liga¢ni smés podle Tabulky 5. Smés byla inkubovéana
v termocykleru pii 7= 14 °C po dobu t =2 h.

Tabulka 5 — SloZeni ligaéni smési

Komponenty liga¢ni smési V]
pDrive Cloning Vector (50 ng.ul™) 1,0
PCR produkt 1,0
Destilovana voda 3,0
2x Ligation Master Mix 5,0
Celkem 10,0

Piiprava LB agaru s kanamycinem pro vysev klonovanych bunék

Plotny s 1,5% agarem byly pfipraveny dle ndsledujiciho postupu. Bylo navazeno 4 g LB
agaru, ktery byl nasledné rozpustén v 100 ml destilované vody. Tekuty agar byl autoklavovan
v tlakovém hrnci po dobu ¢ = 30 min od dosaZeni bodu varu. Po ochlazeni agaru na
T = 50 - 55 °C bylo ptiddno 300 pl kanamycinu o ¢ = 30,0 mg.ml”, agar byl promichdn
arozlit na 5 Petriho misek.

Po =zatuhnuti agarovych ploten bylo na kaZdou misku pipetovano 80 ul X-gal
o c¢=20mg.ml" aroztoky byly dikladn& rozetfeny mikrobiologickou hokejkou po celém
povrchu plotny.

Transformace (pienos plazmidovych vektorii do hostitelské buiiky E. coli TOP10)

75 ul destilované vody bylo ptidano ke 100 pl chemokompetentnich bunék E. coli TOP10.
K buitkdm bylo pipetovano 20 pl 5x KCM a 5 ul ligacni smési. Takto pfipravend smes byla
jemn¢ promichédna pipetou. Smés byla inkubovéana po dobu ¢ = 20 min na ledu a # = 10 min pii
laboratorni teploté.

Nésledné bylo pfidano 800 ul SOC média a smés byla inkubovédna za stalého tfepani
(1400 rpm) pii T = 37 °C po dobu t = 1 h. Poté byla suspenze centrifugovdna po dobu
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t =4 min pfi £=3 300 g. Vznikla peleta byla rozsuspendovédna ve 100 il supernatantu a tato
suspenze byla nasledné vyseta na plotny s LB agarem.

Transformované buniky byly kultivovdny pfes noc v termostatu pii 7 = 37 °C. Primarni
selekce narostlych kolonii byla provedena pomoci modro-bilého testu, Bilé kolonie byly poté
pfeoCkovény na nové plotny LB agaru.

Ovérovani klonii pomoci PCR

Z bilych kolonii byly pfipraveny lyzaty: kultura byla rozsuspendovana ve 100 ul vody,
povarena pii 7 = 98 °C po dobu # = 20 min v suchém bloku a poté centrifugovdna po dobu
t=5min pii £=4 300 g.

Supernatant byl pouzit jako templat do PCR reakce s primery M13F40 a MI3R (viz
Tabulka 6). Teplotni nastaveni pouzitého PCR programu je uvedeno v Tabulce 7.

Po ukonceni PCR reakce byla provedena gelova elektroforéza na 2% agar6zovém gelu
barveném ethidium bromidem pii U = 120 V, I = 400 A a ¢t = 40 min. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit plazmidovy vektor bez insertu (vznikda PCR produkt o velikosti 250 bp).

Tabulka 6 — Slozeni PCR smési pro ovéfeni klont

Komponenty PCR smési V]
MasterMix Top Bio 10,0
P1 — M13F40 (10 pmol.ul™) 1,0
P2 — M13R (10 pmol.ul™) 1,0
Voda 6,0
DNA 2,0
Celkem 20,0

Pro ovérovani klont byly pouzity primery M13F40 a M13R o nésledujicich sekvencich:
M13F40: 5 = GTTTTCCCAGTCACGAC - 3°
M13R: 5° - CAGGAAACAGCTATGAC - 3°

Tabulka 7 — Teplotni profil PCR reakce

Kroky PCR reakce T [°C] t [min, s]
Uvodni denaturace 95 3 min
Denaturace 30 cykla 95 35s
Annealing 50 30s
Extenze 72 2 min
Findlni extenze 72 5 min
Zchlazeni 10 10 min
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3.4.4 Sekvenovani

Vzorek bylo nejprve nutné pfipravit pro sekvenovéni, tzn. ziskany PCR produkt byl
precistén, nasledné byla zmétena koncentrace a Cistota DNA ve vzorku.

16S rRNA PCR

Dle Tabulky 8 byl ptfipraven reakéni mix pro /6S rRNA PCR za pouZiti specifickych
primerti o sekvencich [63]:

16S27F: 5°- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3¢
16S907R: 5 - CCGTCAATTCMTTTRAGTTT - 3¢

PCR reakce probihala za teplotniho profilu uvedeného v Tabulce 9. Po amplifikaci
nasledovala separace PCR produkti pomoci gelové elektroforézy pii U=110 V,
I=400 A a =45 min s vyuZitim 1,5% agar6zového gelu barveného ethidium bromidem.

Tabulka 8 — Slozeni PCR sm¢si s pro /6S rRNA PCR reakci

Komponenty PCR smési V [u]
MasterMix 20,0
P1 - 16S27F (100 pmol) 0,2
P2 - 16S907R (100 pmol) 0,2
Voda 15,6
DNA 4,0
Celkem 40,0

Tabulka 9 — Teplotni profil /16S rRNA PCR reakce

Kroky PCR reakce T [°C] t [min, s]
Uvodni denaturace 95 4 min
Denaturace 95 30s
Annealing 35 cykla 53 30s
Extenze 72 1 min
Findlni extenze 72 7 min
Zchlazeni 10 10 min

32



priprava vzorku pro sekvenovdni (precisteni PCR produktu)
Pro piecisténi PCR produktii byl pouzit QIAquick® PCR Purification Kit. Viechny
centrifugaci kroky byly provadény pti €= 11 300 g po dobu ¢ = 60 s.

K jednomu objemovému dilu PCR smési bylo pfidano pét objemovych dilu pufru PB
a obsah zkumavky byl dikladné promichdn. Roztok byl pfenesen do purifika¢ni kolonky ve
sbérné zkumavce a centrifugovan. Obsah sbérné zkumavky byl odstranén, na kolonku bylo
pipetovano 750 ul PE pufru a opét byla provedena centrifugace.

Kolonka s membranou byla umisténa do nové sbérné zkumavky. Pfimo na membréanu bylo
naneseno 50 ul injekéni vody a zkumavka byla centrifugovéna.

sekvenovani

U kazdého takto precisténého PCR produktu byla zméfena koncentrace a cCistota DNA
(ptistroj Nanodrop 2000c). Po zméfeni pozadovanych parametri byl obsah zkumavky
rozdélen na dvé poloviny. Vzorky byly suseny pti T = 50 °C s otevienym vickem v tepelném
bloku. VysuSené vzorky byly oznafeny a odesldny na komercni sekvenovani do firmy MWG
Biotech (DEU).

3.4.5 erp qPCR

priprava standardu pro erp gPCR

Pro piipravu qPCR standardi byl pouzit piecistény rekombinantni plazmid obsahujici
cilovou oblast genu erp. DNA byla fedéna v TE pufru s DNA z rybich spermii (50 ng.ul'l).
Postupovalo se desitkovym fedénim v rozsahu koncentraci 10° , 104, 103, 102, 10" a 10° kopii
plazmidu v 1 pl roztoku vzorku.

stanoveni ucinnosti izolace DNA M. marinum z tkdni

Z ptipravenych kultur kmene M. marinum byla piipravena suspenze bunck v 300 pl
injekéni vody. Ze suspenze byla linedrné nafedéna fada roztoki (1x — 100 000x), kterou bylo
kontaminovdno 50 mg svaloviny pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss); (vzdy 30 ul
v triplikdtech). Mykobakteridlni DNA byla izolovdna dle protokolu uvedeného v kapitole
3.4.1 Izolace bakterialni DNA z zZivo¢isné tkané. Purifikovand DNA slouzila jako templat
pro erp qPCR, kde byl stanoven pocet genomovych ekvivalenti erp genu, tj. bunck
M. marinum, ziskanych izolaci z tkan¢ (opét v triplikatech). [26]

erp qPCR

Pro detekci MMS byl pouZzit gPCR systém zaloZeny na druhové specifické detekci genu
erp. Pro kontrolu inhibice samotné reakce byla pouzita interni amplifika¢ni kontrola (IAC)
pfipravena ve form¢ plazmidu, do kterého byla pomoci hrani¢nich sekvenci (primery pro
detekci erp) klonovana cDNA pochdzejici z genomu viru hepatitidy E [26]. Sekvence primert
a sond pouZitych pro detekci erp genu byly navrZeny takto:
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MARerpF: 5 - TTGGCAGGACGACAAGGTCA - 3°

MARerpR: 5 = ATGGTACGAGTGAGGTTGGTGA - 3¢

MARerpPr: 5° — FAM-TTGGACAACCCAAGCAGGCCCTAAGCA-BHQ - 3¢
TqgPr: 5 - HEX-CCGACAGAATTGATTTCGTCGGC-BHQ - 3°

vysvetlivky: Pr — sonda
BHQ - zhasec¢ Black Hole Quencher
FAM - fluorofor 6-karboxy-fluorescein

HEX - fluorofor hexachloro-6-karboxy-fluorescein

Reak¢ni qPCR smés byla ptipravena podle Tabulky 10. Teplotni profil erp qPCR je uveden
v Tabulce 11. Kazdy vzorek byl stanoven v triplikdtu. Jako pozitivni kontroly byly pouZity
piipravené standardy.

Ziskand data byla pouzita pro stanoveni kontaminace vzorku skupinou piibuznou
M. marinum a G¢innosti izolace mykobakteridlni DNA ze vzorku Zivoc¢isné tkan€.

Tabulka 10 - SloZeni smési pro jednu erp qPCR reakci
Komponenty PCR smési V]
PCR voda 4,05
2x DyNAmo™ Flash Probe qPCR 10,0
Primer MARerpF (100 pmol.ul™) 0,1
Primer MARerpR (100 pmol.pul™) 0,1
Sonda MARerpPr (20 pmol.ul™) 0,1
Sonda TqPr (10 pmol.pl™) 0,35
UDG 0,2
IAC 0,1
DNA 5,0
Celkem 20,0

Tabulka 11 - Teplotni profil erp qPCR reakce

Kroky PCR reakce T [°C] t [min, s]
Uvodni denaturace 95 7 min
Denaturace 95 10 s
Annealing 47 cykla 56 30s
Extenze 72 10s
Zchlazeni 40 10s

pozn.: Metodika samotnd zatim nebyla publikovdna; manuskript je v recenznim fizeni.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢4st prace byla provedena v laboratofich Vyzkumného ustavu veterinarniho
Iékarstvi v Brné, v.v.i. (VfJVeL, v.v.i.), odd€leni Bezpecnosti potravin a krmiv. Pracovisté se
zamé&fuje predev§Sim na vyzkum bakteridlnich a virovych patogenli se zoonotickym
potencidlem, mikrobiologii potravin, bezpecnost krmiv a vyzivu zvitat. Podili se také na
poradenské ¢innosti v oblasti bezpe¢nosti potravin a krmiv.

Oddéleni disponuje Sirokym spektrem moderniho pfistrojového vybaveni, které je
pouzivano pro vyvoj novych diagnostickych metod, piistupli a doporuceni, identifikaci
virovych a bakteridlnich agens z riiznych biologickych vzorkii a vzorkil prostiedi, studium
epidemiologie a patogeneze a testovdni rezistence bakterii k antimikrobidlnim latkdm
a stresovym faktorim [64].

4.1 Priiprava standardi a stanoveni limitu detekce MTC duplex PCR

Pozitivni kontroly pro MTC duplex PCR pfipravené dle kapitoly 3.4.3 byly pouzity pro
zjisténi limitu detekce. Plazmidové standardy byly linedrné fedény a piipravend fada roztoki
o vysledné koncentraci 5 x 10° — 5 x 10" kopif plazmidu byla nasazena na PCR reakci. Pro
kazdou koncentraci byla provedena 4 opakovani MTC duplex PCR.

Na Obrdzcich 6 a 7 jsou zndzornény ukdzky vysledkl gelové elektroforézy PCR produktl
o velikosti 235 bp (nalezici skupiné MTC), respektive 136 bp (nélezici skupiné NTM), kde
lze jasné pozorovat klesajici intenzitu vizualizovaného produktu v zdvislosti na koncentraci
nasazeného plazmidového standardu. Pii pouZité koncentraci 5 x 10' kopii byl cilovy
fragment genu rpoB amplifikovan pouze pfi 3 opakovéani PCR reakce.

Limit detekce MTC duplex PCR 5 x 10 kopii byl stanoven jako nejniZs$i koncentrace
plazmidového standardu v reakci detekovana ve vSech 4 opakovani.
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Obrdzek 6 — 2% agar6zova elektroforéza 235 bp produktu MTC duplex PCR pfipraveného analyzou
line4rné fedéného plazmidového standardu pro MTC v rozmezi koncentraci 5 x 10° -5 x 10"
(C6 — C1). L: velikostni standard 50 bp DNA; NK: negativni kontrola.

L. €6 CS €4 @3 'C2 - 'C1 "C6 C5S C31 "C3 "C2Ti. 1.

Obrdzek 7 — 2% agar6zova elektroforéza 136 bp produktu MTC duplex PCR pfipraveného analyzou
line4rné fedéného plazmidového standardu pro MTC v rozmezi koncentraci 5 x 10° -5 x 10’
(C6 — C1). L: velikostni standard 50 bp DNA.
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4.2 Stanoveni ucinnosti izolace mykobakterialni DNA M. marinum
z ZivodiSnych tkani

Z uméle kontaminovaného masa pstruha duhového byla podle protokolu uvedeného
v kapitole 3.4.1 izolovdana mykobakteridlni DNA. Pomoci epr qPCR bylo stanoveno mnozstvi
bun¢k M. marinum ziskaného izolaénim postupem z kontaminované tkané (B) a pocdtecni
koncentrace bun€k v suspenzi pouzité ke kontaminaci tkdn¢ (A). Na zdkladé téchto hodnot
byla vypoctena ucinnost izolace (C) podle vzorce:

> |

C - 100%

Vysledky vypocth jsou uvedeny v Tabulce 11. Medidn tGcinnosti izolace byl vypocten jako
36,53 %. Utinnosti izolace nezdvisi pouze na provedeni samotného izolaéniho postupu, ale
také na matrici, z niZ je bakteridlni DNA izolovédna. VySsi tcinnost izolace byla pozorovana
u jednodussich matric, jako jsou napf. krev, sputum nebo mozkomiSni mok. U slozitéjSich

vV

matric, kam jsou fazeny tkdné, trus ¢i vzorky prostredi je ucinnosti izolace obecné€ nizsi [65].

Tkang, at’ uz se jednd o svalovinu, pazerdkové zuby ¢i vnitini orgdny ryb, jsou velmi sloZitd
matrice. K jejich rozpusténi je zapotiebi delSi Casovy usek, v piipadé paZerdkovych zubl
Casto nedoSlo k dplnému rozpusténi. Izolovand DNA také mohla ulpét na kosternich
strukturdch, na zirkoniovych kulickach nebo na sténach pouZzivanych zkumavek, ¢imz doslo
ke sniZeni celkového vytézku izolace.

V Grafu 2 je zndzornénd kalibracni kiivka umoziujici kvantifikaci genovych ekvivalenti
erp v pozitivnim vzorku.

Tabulka 12 - Stanoveni ucinnosti izolace DNA M. marinum z tkani pomoci erp gPCR

Mnozstvi bunék Mnozstvi bunék e . ’I\:I.edlan.
. ves s . . . Pozitivni | Ucéinnost | ucinnosti
M. marinum pouzité ke M. marinum po izolaci L . .
o e P opakovani/ | izolace izolace
kontaminaci tkané DNA z tkané — DNA DNA
o -1 . -1
[kopie.ul ] [kopie.ul'] syl [%] [%]
Prumér SO Prumér SO
3,60x 10° | 1,33x 10° 1,34x 10° | 7,82 x 10° 3/3 37,30
1,68 x 10" | 6,75 x 10° 4,61 x10° | 7.47x10° 3/3 27.42
1,24x 10° | 3,01 x 10° 443x10° | 5,99 x 10* 3/3 35,76 36,53
8,24 x 10* | 1,98 x 10" 2,51 x 10* | 336x 10° 3/3 30,52
2,66x 10° | 8,91 x 10 1,10x 10° | 2,56 x 10? 3/3 41,38
6,14x 10> | 2,63 x 10 4,03x 10° | 1,28 x 10° 3/3 65,70
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Graf 2 -Kalibra¢ni kiivka ziskand z linearniho fedén{ plazmidové DNA pro erp qPCR reakci.
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4.3 Sledovani vyskytu a distribuce mykobakterii v organech
sladkovodnich ryb z nasSich povrchovych vod

Vramci diplomové priace bylo vySetfeno celkem 30 vzorkli sladkovodnich ryb
vyskytujicich se v naSich povrchovych vodach. Ze vzorka byla izolovdna mykobakteridlni
DNA a byla provedena analyza pfitomnosti NTM pomoci Sirokospektré detekce MTC duplex
PCR a specifické erp qPCR na prokdzani kontaminace vzorkih MMS. K vySetfeni byly
k dispozici vzorky Zédber, paZerdkovych zubi, svaloviny, stfev a vnitfnich orgdna.

analyza genu rpoB

v v s

Jak je patrné z Tabulky 12, nejCastéjSim mistem ndlezu NTM u vzorki z tilapii nilskych
byla zZébry (n = 17 ryb), coZ poukazuje na kontaminaci z vnéjSiho prostfedi; NTM se totiz
beézné¢ vyskytuji v ptirodnich vodnich zdrojich [5]. U 13 tilapii nilskych byly vySetfovany také
pazerdkové zuby, které slouzi k drceni potravy. V 11 piipadech byla potvrzena piitomnost
NTM a s nejvétsi pravdépodobnosti se jednd taktéZ o kontaminaci z vnéjsiho prostedi (voda,
pfijimana potrava).

Ve 14 piipadech ze 17 vySetfovanych kusu ryb tilapii nilskych byl pozitivni ndlez ve
stievech, 8 pozitivnich ndlezii ve svaloviné a Zadny pozitivni ndlez v jatrech. Zde uz lze
hovofit o infekci sledovanych ryb.

Obrdzek 8 znizornuje ukdzku elektroforegramu, kde jsou zvyraznény amplikony genu
rpoB. V bézich 2 — 18 lze vidét pozitivni ndlezy na piitomnost rpoB genu naleZictho NTM.
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Tabulka 13 vkazuje vysledky vysetieni candata obecného a lina obecného (n = 13 ryb), coz
jsou ryby béZn€ se vyskytujici v ¢eskych povrchovych vodéach. V porovnani se sadou vzorkl
tilapii nilskych zde lze pozorovat nizs$i vyskyt kontaminace jak v Zabrach, tak ostatnich
zkoumanych organech. V 7 piipadech byla prokdzana pfitomnost genu rpoB v Zibrach (MTC
duplex PCR), pouze v jednom ve stievé a 4 pozitivni ndlezy byly zaznamendny ve vnitinich
organech. Proto miizeme spiSe hovofit o kontaminaci z vnéjsiho prostiedi.

U lina obecného €. 1 bylo ze Zaber a stfev izolovdno M. peregrinum. Tento vySetfovany kus

Vv s

vykazuje jak znaky vné&jsi kontaminace z prostiedi (postiZené jsou Zabry, sval, stfevo i vnitin{

NP

organy), tak 1 vnitini infekce roz§ifené po celém organismu.

analyza genu erp

Vysetteni pomoci analyzy erp qPCR neprokdzalo kontaminaci vzorkl M. marinum
skupinou.

L 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 IK 1K 2T NK L

Obrdzek 8 — 2% agarézova elektroforéza produkti MTC duplex PCR, tilapie nilskd, vzorek 26-43.
Vysvétlivky: 2-18: vzorky ¢. 26-43; L: velikostni standard 50 bp DNA; IK: izola¢ni kontrola;
1K: pozitivni kontrola M. kansasii; 2T: pozitivni kontrola M. tuberculosis; NK: negativni kontrola.
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Tabulka 13 - Vysledky vysetfeni souboru vzork z tilapii nilskych

Vzorek Zabry Pazerakové zuby Jatra Sti‘evo Sval
Pivod Cislo MTC erp MTC erp MTC erp MTC erp MTC erp
ryby duplex | qPCR | duplex | qPCR duplex gPCR duplex qgPCR duplex gPCR

1 + - - - - - + - - -

2 + - + - - - - - - -

3 + - + - - - - - + -

4 + - + - - - + - + -

5 + - + - X - + - + -

6 + - + - - - + - - -

7 + - X - X - X - + -

e 8 + - X - X - + - X -
Oreoclh&:"gzi?lnjlo?icus 2 * - X - X - * - X -
10 + - X - X - + - X -

11 + - + - - - + - + -

12 + - - - - - + - - -

13 + - + - - - + - - -

14 + - + - - - + - - -

15 + - + - X - + - + -

16 + - + - - - + - + -

17 + - + - - - + - + -

vysvétlivky: +... pozitivni nélez

-... negativni nilez

X... nebylo vySetfovano
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Tabulka 14 - Vysledky vysetfeni souboru vzorkil z candati obecnych a linli obecnych

Vzorek Zabry Sval Hepavt oPank,r e Stievo
vnitrni organy
. Cislo MTC MTC MTC MTC
Pavod ryby duplex erp qPCR duplex erp qPCR duplex erp qPCR duplex erp qPCR
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 - - - - - - - -
4 - - - - - - X -
5 - - - - - - X -
Candat obecny 6
; - - - - - - X -
Sander lucioperca

7 + - + - + - X -
8 + - - - - - X -
9 + - - - + - X -
10 + - - - - - X -
11 + - - - + - X -
Lin obecny 1* + - + - + - + -
Tinca tinca 2 + - - = = - - -

vysvetlivky: +... pozitivni ndlez

-... negativni nilez

X... nebylo vySetfovano

*... pozitivni ndlez M. peregrinum v Zabréach a ve stifevé
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shrauti

Vramci sledovani vyskytu NTM vrybim mase sladkovodnich ryb vyskytujicich se
v nas$ich sladkych povrchovych vodach bylo celkem vySetieno 115 vzorka (zZabry, pazerdkové
zuby, svalovina, vnitini organy a stfeva). Byly prokdzdny pozitivni nalezy NTM pomoci
rodové specifické detekce genu rpoB. VysSetfeni vzorkli ryb pomoci analyzy erp qPCR
neprokazalo pfitomnost MMS.

Zaverecné shrnuti ziskanych vysledk je uvedeno v Tabulce 15. V piipadé¢ tilapii nilskych
bylo ve vSech 17 vySetfovanych kusech prokdzin pozitivni ndlez NTM. V tomto piipadé
muzeme hovofit o vnitini kontaminaci zkoumanych kust. VySetfeni candita obecného
neprokdzalo infekci ani v jenom piipad€, u lina obecného ukdzalo pouze jednu shodu ve
vySetieni zZéber a stiev.

Zatim neni potvrzeno, Ze prav€é Zdbry jsou mistem priniku mykobakterii do rybiho
organismu. [66] Pravdépodobnou branou priniku mykobakterii do organismu ryby je travici
trakt (sem patii také paZerdkové zuby slouzici ke mélnéni potravy), odkud se infekce dale Siti
do vnitinich organti, zejména jater, sleziny a ledvin [67]. Z vnitinich organii potom dochdzi
k rozsiteni infekce krevnim systémem také do svaloviny, kde muZe dochédzet ke tvorbé
granulomti [61].

Z vysledki plyne, Ze vice pozitivnich ndlezii bylo zaznamendno v piipadé ryby tilapie
nilské — byly prokdzany ndlezy NTM jak v Zabrach, tak ve stfevech (u 14 kusi), coz
poukazuje na infekci v celém organismu. Jak jiZ sdm ndzev napovidd, je to ryba pochdzejici
z Afriky, kde je péstovana v teplejSich vodach. Ryba preferuje teplotu vody kolem 30 °C [68],
coZ je optimdlni teplota pro riist a rozmnoZovani rychle rostoucich NTM a M. marinum [2].

Ryby vyskytujici se v naSich sladkych vodéach, zde reprezentovdny canditem obecnym
a linem obecnym, rostou v podstatn¢ chladné&jSich vodéch (kolem 20 °C), které nejsou pro rast
mykobakterii zcela vyhovujici. Vyskyt M. marinum je tedy nepravdépodobny pravé z divodu

Vev s

preference chladnégjSich vod.

Je také nutno podotknout, Ze sladkovodni ryby CZE analyzované v ramci diplomové prace
jsou chovany v nddrzich a rybnicich sniz§i denzitou ryb v porovndni s akvakulturami
pouzivanymi pro chov tilapii. Tato skutecnost miiZze ovlivnit Cetnost infikovanych ryb

a ptipadné Sifeni NTM mezi jednotlivci.

Tabulka 15 - Shrnuti vysledki ziskanych pfi vySetfeni MTC duplex PCR sladkovodnich ryb z ¢eskych
povrchovych vod

Celkem Pozitivni Negativni . .
v o P P Celkem infikovano
Ryba vySetieno nalez [ks] nalez [ks]
[%]
[ks]

Tilapie nilska 17 17 0 100

Oreochromis
niloticus
Candat obecny 11 5 6 45
Sander lucioperca
Lin obecny 2 2 0 100

Tinca tinca
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4.4 Sledovani vyskytu mykobakterii v rybim mase pochazejicim z trzni
sité

V rdmci diplomové price bylo vySetieno celkem 70 ryb pochazejicich z trzni sit€ (25 ryb ze
sladkovodniho chovu, slouZziciho jako zdroj pro farméiské trhy, a 45 ryb ze 4 obchodnich
feté¢zcli v Brné). Pro ucely sledovani kontaminace rybiho masa NTM, jeZ je dostupné v trZni
siti, byly vySetfeny ryby v rizné form¢ zpracovani (mrazené maso, Cerstvé a chlazené na ledu
nebo uzené maso). U této skupiny vzorkl byla provedena detekce NTM pomoci molekularni
analyzy (MTC duplex PCR, erp qPCR). Vsechny vzorky byly také soub&zné analyzovéany
pomoci klasickych kultiva¢nich piistupti a ziskané izoldty byly identifikovdny pomoci
sekvencni analyzy genu /6S rRNA.

rybi maso ziskané z farem

Vysetieni souboru vzorkl ryb chovanych v nddrzich pro komercni tcely — okouna ticniho,
candéta obecného, amura bilého, lina obecného a kapra obecného (n = 25 vzorkit) — prokdzalo
kontaminaci svaloviny pouze u jedné ryby (vzorek €. 13; kapr obecny; Tabulka 16).

S ohledem na nizkou frekvenci vyskytu NTM ve skupin¢ sladkovodnich ryb 1ze usuzovat,
Ze tento zachyt je kontaminaci z vn&jStho prostfedi, nebot’ vySetfovand tkan nevykazovala
piitomnost granulomatéznich zmén, které jsou zpravidla privodnim znakem u infikovanych
ryb. Toto tvrzeni lze podeprit skuteCnosti, Ze trdvici trakt ryby nebyl pozitivni na NTM
(vysledek neni zahrnut do diplomové prace). Maso mohlo byt kontaminovano oplachovou
vodou pfi opracovéni jiZz vyvrzené ryby nebo mohlo dojit k zaneseni mykobakterii skrz
poranénou kuzi na téle ryby. VySetfeni specifickou erp qPCR neprokdzalo kontaminaci
rybiho masa zdstupci MMS.
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Tabulka 16 - Vysledky vysetfeni svaloviny ryb chovanych na farmach.

Vzorek Sval
. Cislo MTC
Pivod ryby duplex erp qPCR
1 - -
2 - -
Okoun Fi¢ni 3 i -
Perca fluviatilis 4
5 - .
6 ; -
7 - .
Candat obecny 8 - -
Sander lucioperca 9 - .
10 - -
11 - -
12 - -
13 + -
14 - -
Kapr obecny
. . 15 - -
Cyprinus carpio
16 - -
17 - -
18 - -
19 - .
Lin obecny
. . 20 - -
Tinca tinca
21 - -
22 - -
Amur bily 23 - -
Ctenopharyngodon idella 24 - -
25 - -

vysvetlivky: +... pozitivni ndlez
- ... negativni nélez

X ... nebylo vySetfovano

uzené maso

Vysledky ziskané vysetienim vzorkl uzeného masa (n = 12 vzorkll) jsou shrnuty
v Tabulce 17. pouzité kultivacné zdvislé a nezdvislé metody neprokdzaly ptitomnost NTM
v uzeném mase nékolika druhtli ryb (pstruh duhovy, tolstolobik bily, amur bily, kapr obecny,
siven dravy a lin obecny).
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Béhem procesu uzeni masa totiz dochazi ke sniZeni aktivity vody, a proto je povrch malo
dostupny pro rust nezadoucich mikroorganismu. Samotné tepelné oSetieni béhem uzeni také
ptispiva k likvidaci nezddouci mikrofléry na povrchu a uvnitt masného vyrobku [69].

Tabulka 17 — Vysledky vySetieni sady vzorkil uzeného masa

Vzorek Sval
. Cislo MTC erp :
Pivod ryby duplex qPCR Kultivace
1 ; ; i,
Pstruh duhovy 2 ) ) )
Oncorhynchus mykiss 3 B _ ;
4 - - ;
5 ; ; i,
Tolstolobik bily 6 ) ) i
Hypophthalmichthys molitrix
7 ; ; i,
Amur bily 3 i ) i
Ctenopharyngodon idella
Kapr obecny 9 ) ) )
Cyprinus carpio 10 _ _ }
Siven dravy 11 i ) i
Salvelinus fontinalis
Lin obecny
. . 12 - - -
Tinca tinca

cerstvé maso chlazené na ledu

Vysetieni souboru vzorkd cerstvého rybiho masa (chlazeno na ledu) proddvaného na
pultech supermarketii prokdzalo pfitomnost NTM v 7 piipadech (Tabulka 18). Kultivacné
nebyl v Zadné rybi svaloviné vyskyt NTM potvrzen.

Ve vySetfované svaloviné ryb nebyla prokdzana pfitomnost granulomatdznich utvard,
a proto lze s ohledem na nizkou frekvenci vyskytu NTM ve sladkovodnich rybdch usuzovat,
Ze tento zachyt je moZzna kontaminace z vnéjSiho prostiedi zanesend béhem zpracovani (napf.
oplachova voda). Tento dohad ov§em neni moZno podloZit dal§imi fakty, nebot’ nebylo mozné
provést analyzu travicitho traktu jednotlivych ryb. Pomoci specifické erp qPCR nebyla
prokdzéana piitomnost MMS.
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Tabulka 18 - Vysledky vysetieni sady vzorki ¢erstvého masa chlazeného na ledu

Vzorek Sval
Pavod Cislo ryby dl\till;ligx qf’rgR Kultivace
1 + - -
Tolstolobik bily ’ 4 i i
Hypophthalmichthys molitrix

3 + - -

Amur bily 4 i i i
Ctenopharyngodon idella

5 . , .

Kapr obecny 6 i i i

Cyprinus carpio

7 + - -

Pstruh duhovy 8 + ) )

Oncorhynchus mykiss 9 i ) i

Pangas spodnooky 10 4 i i
Pangasius hypophthalmus

Siven dravy 11 4 i i

Salvelinus fontinalis

mraZené maso

Vysledky vySetfeni 22 vzorkii mrazeného rybiho masa dostupného v trZni siti jsou shrnuty
v Tabulce 19. Kultivaéné nezdvislou metodou byla prokdzdna ptitomnost NTM ve 20
vzorcich. Opét nebyla pomoci erp qPCR prokdzana ptitomnost MMS. Mikrobiologickou
analyzou bylo z 6 vzorki ziskdno 7 bakteridlnich izolatd, které byly nédsledné identifikovany
na zdkladé posouzeni rastovych charakteristik a dat ze sekvencni analyzy. Pouze 3 izolaty
byly identifikovdny jako mykobakterie (M. neoaurum, M. fortuitum a M. immunogenum).
U jednoho vzorku byla zaznamendna smé&snéd kontaminace (Rhodococcus sp. a M. neoaurum).
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Tabulka 19 - Vysledky vySetieni sady vzorkd mrazeného masa

Vzorek Sval
o Cislo MTC erp . "
Pivod ryby duplex qPCR Kultivace
Rhodococcus sp.;
1 + -
M. neoaurum
Rhodococcus sp;
2 + - . .
Gordonia sputi
Pangas spodnooky 3 + - Pseudomonas sp.
Pangasius hypophthalmus 4 - - -
5 + - -
6 - - -
7 + - -
8 + - -
9 + - -
10 + - M. fortuitum
Tilapie ‘nlls‘ka‘ 11 + - M. immunogenum
Oreochromis niloticus
12 + - -
13 + - -
14 + - -
Mienka mramorovani 15 + - -
Barbatula barbatula 16 + - -
17 + - -
Pstruh duhovy 18 + - Rhodococcus sp.
Oncorhynchus mykiss 19 + - -
20 + - -
Kapr obecny 21 + - §
Cyprinus carpio 22 + - -

* Identifikace izolati byla provedena na zdkladé posouzeni rlstovych charakteristik
a sekvencni analyzy genu /6 rRNA.
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shrauti

Vramci sledovani vyskytu NTM vrybim mase dostupném v trzni siti bylo celkem
vySetfeno 70 vzorkl svaloviny. Na zdklad¢ vysledki ziskanych molekuldrné biologickymi
metodami (sledovdni vyskytu genu erp a rpoB) a mikrobiologickymi pfistupy
(mykobakteridlni kultivace s ndslednou sekvencni analyzou genu 165 rRNA) nebyl
v analyzovanych vzorcich prokazan vyskyt M. marinum ani mykobakterii jemu piibuznych.
Tato skutecnost je v souladu s literdrnimi zdroji, které uvadéji vyskyt MMS v rybach
pochézejicich z teplejsiho prostiedi, neZ jsou povrchové vody Ceské republiky [70].

S vyuzitim Sirokospektré MTC duplex PCR byla u 28 ryb (40 %) prokazana piitomnost
dalSich NTM ve svalovin¢.

Kultivacni techniky jsou castecné ovliviiovany dekontaminaci vzorkd. Provadi se za
ucelem potlaceni ristu neZaddoucich mikroorganismi, které by mohly negativné ovlivilovat
kultivaci ndmi sledovanych mykobakterii [34]. Pokud jsou ve vzorku pfitomny mykobakterie
v nizké koncentraci, muze dojit k likvidaci i téchto mikroorganismt a kultiva¢ni ndlez je
potom negativni. PouZity dekontaminacni postup pravdépodobné sniZil Zivotaschopnost
bunék, nebot’ NTM byly izolovany pouze ve 3 piipadech (4,3 %).

V piipad¢ ryb dovaZenych z asijskych zemi nelze s jistotou urcit, v jakych podminkéach
byly chovany (Cistota vody, umisténi nadrzi, ve kterych byly ryby chovany, kontrola krmiva
z hlediska mikrobiologické nezdvadnosti aj.). Chovy ryb v naSich zemépisnych Sitkach jsou

naopak pravidelné¢ kontrolovdny, coZ muZe poukazovat na vyssi kvalitu z hlediska
mikrobiologické nezdvadnosti masa ur¢ené¢ho ke konzumaci.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové priace bylo zhodnotit kontaminaci sladkovodnich ryb
netuberkul6znimi mykobakteriemi (NTM). Pro tento tcel byly pouZzity metody molekularni
biologie (Sirokospektra MTC duplex PCR a specifickd erp qPCR) a klasické kultivacni
piistupy (specifickd mykobakteridlni kultivace s ndslednou identifikaci izoldti pomoci
sekven¢ni analyzy genu /6S rRNA).

z Mz

V teoretické Casti je shrnuta problematika mykobakterii, jejich detekce a identifikace.
Pojednavd také o klinickém vyznamu NTM a rizika z hlediska bezpecnosti potravin.
Praktickd ¢4st je zaméfena na popis jednotlivych pracovnich postupii, nastaveni pouZivanych
metod a vyhodnoceni ziskanych vysledki.

NTM jsou Castym patogenem v akvakulturdch slouzicich k chovu pro komercni ucely.
S ohledem na tuto skuteCnost byl sledovdn vyskyt NTM v mase amura bilého, kapra
obecného, lina obecného, candata obecného, tilapie nilské, okouna fi¢niho, pstruha duhového,
mienky mramorované, pangase spodnookého, sivena dravého a tolstolobika bilého. Vzorky
pochézely jednak z trzni sité, kde byla pozorovdna kontaminace uzeného masa, Cerstvého
masa chlazeného na ledu, mraZeného masa a masa pochdazejiciho z farem, kde jsou ryby
pestovany pro komeréni ucely, jednak z ceskych povrchovych vod. Zpracovéni a piipadna
konzumace nedostateCn¢ tepelné opracovaného masa kontaminovaného NTM miZe
v nekterych ptipadech pfedstavovat zdravotni riziko pro ¢lovéka.

Pred vlastni analyzou vzorki ryb byly optimalizovany molekularni metody pouzité v rdmci
diplomové prace. Pro posouzeni pouzitelnosti MTC duplex PCR pro pifimou detekci NTM
v biologickém materidlu bylo nutné stanovit limit detekce. Za pouZziti pfipraveného
plazmidového standardu byla stanovena koncentrace 5 x 10 kopii genu jako limit detekce
MTC duplex PCR, nebot’ tato hodnota byla detekovana ve vSech provedenych opakovanich.
Sirokospektra konvenéni PCR je zpravidla poZivdna pro analyzu kultur a silng
kontaminovanych vzorki, ale MTC duplex PCR se stanovenym limitem detekce je vhodna
pro analyzu DNA izolované ze slabé kontaminovanych vzorkd.

Pro posouzeni skutecné miry kontaminace v analyzovaném vzorku je nutné zndt icinnost
izolaéntho postupu. Tuto hodnotu je moZno stanovit za pouZiti metod umoZnujicich
kvantifikaci cilového organizmu ve vzorku. Pomoci druhové specifické erp qPCR umoziujici
kvantifikaci M. marinum byl stanoven medidn ucinnosti izolace mykobakterii pro pouZity
izola¢ni postup jako 36,5 %.

7 Yz

V ramci diplomové prace bylo vySetieno celkem 100 ryb (n = 194 vzorki). V prvni ¢asti
byly analyzovany sladkovodni ryby pochdzejici ze dvou riznych prostiedi - zaprvé povrchové
sladké vody Ceské republiky, kde je celoroéni primérna teplota vody niZ3i a hustota Zijicich
ryb je taktéZz nizka (n = 13 ryb, candat a lin); zadruhé sddkovy chov charakteristicky vysokou
hustotou ryb a stabilni teplotou vody (n = 17 ryb, tilapie).

V 15 piipadech lze hovofit o vnitini infekci pozorovaného organismu; pozitivni ndlez byl
prokazan jak na zabrach, tak ve vnitinich orgdnech ryb. Ve vétsiné piipadii se vSak jednd
o kontaminaci z vn¢js$iho prostiedi, protoze mykobakterie béZné obyvaji vodni systémy. Ve
zkoumanych vzorcich nebyla potvrzena pfitomnost MMS.
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Zvyseny pocet infikovanych kusti byl zaznamendn v piipad€ teplomilnych ryb tilapii
nilskych a ryb dovezenych z asijskych zemi, kde je teplota vody v chovech ryb vhodna pro
pomnoZeni a rist mykobakterii. Ryby péstované v Ceskych povrchovych vodiach byly
kontaminovany v mens$i mife, coZ svéd¢i o jejich piirozené odolnosti k mykobakteridlnim
infekcim. NejcastéjSim orgdnem kontaminovanym NTM byly Zabry. Tento orgén je vystaven
vnéjsimu prostiedi a filtrace vody miize vést ke koncentraci mykobakterii a nasledné
kolonizaci poskozené tkdn€. U jedincl s prokdzanym vyskytem NTM pouze v Zabrich lze
hovofit o kontaminaci z vnéjSiho prostiedi, kterd neni rozsifend na cely organismus,
a z hlediska bezpecnosti potravin je 1ze povazovat za zdravotné nezavadné.

Druh4 ¢ast vyzkumu byla zamétfena na sledovani vyskytu NTM v rybim mase (n = 70 ryb)
dostupném na farmdiskych trzich a na pultech brnénskych supermarketi. Byla vySetfena
svalovina ryb v rizné formé zpracovani (mrazené maso, Cerstvé a chlazené na ledu nebo
uzené maso). Sirokospektra MTC duplex PCR prokazala piitomnosti NTM u 28 ryb (40 %).
Druhové specifickd erp qPCR opét vyloucila pfitomnosti MMS v analyzovanych vzorcich.
Jak bylo zminéno jiz diive, optimdlni teplota ristu M. marinum je 30 — 33 °C. Sladkovodni
ryby v Ceské republice maji celoro¢né nizsi teplotu, coz miZe byt jednim z faktor
omezujicim mnoZeni a Sifen{ této bakterie.

U vzorkt ryb vySetfenych molekularnimi metodami byla soub&zné provedena kultivace za
ucelem prikazu mykobakterii. PouZity dekontamina¢ni postup pravdépodobné sniZil
Zivotaschopnost bun¢k, nebot’” NTM byly izolovany pouze ve 3 piipadech (4,3 %). Izolaty
byly pozd¢ji identifikovany pomoci sekvencni analyzy genu /6S rRNA jako M. neoaurum,
M. fortuitum a M. immunogenum. Klasickou kultivaci byl v analyzovaném souboru ryb
prokdzan vyskyt 3 nemykobakteridlnich druhG (Rhodococcus sp., Gordonia sputi
a Pseudomonas sp.) Smésnd kontaminace byla pozorovédna ve svaloviné dvou vySetfenych
ryb: pangas spodnooky €. 1 (Rhodococcus sp. a M. neoaurum) a pangas spodnooky €. 2
(Rhodococcus sp. a Gordonia sputi).

Ze ziskanych vysledk 1ze vyvodit, Ze ryby chované v nadrzich v Ceské republice vykazuji
nizkou frekvenci kontaminace NTM, pravdépodobné z diivodu vhodnéjsich podminek chovu,
kdy dochazi k pravidelné kontrole kvality vody a krmiva z hlediska mikrobiologické
nezavadnosti. V piipad¢ ryb dovdzenych z asijskych zemi nelze zarucit, v jakych podminkach
byly ryby chovédny, zde lze hovofit pfedevSim o Cistot¢ vody, umisténi chovnych nadrzi
a kontrole krmiv. Chovy ryb v naSich zemépisnych Sitkdch proto muUzeme povazovat za
kvalitn€j$i z hlediska mikrobiologické nezavadnosti masa doddvaného na Cesky trh. Nutno
také podotknout, Ze hustota ryb chovanych v ¢eskych nadrzich je obecné nizsi a pokud by
doslo k infekci ryb, infekce by nebyla §ifena tak masové, jako tomu miiZze byt v zemich, kde
je mén¢ kvalitni kontrola chovi.

Rybi maso dostupné na Ceském trhu je proto mozno z hlediska bezpe€nosti potravin
povazovat za zdravotné nezavadné.
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