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[) Cil metodiky

Cilem metody je zavedeni postupuilmizné kontroly eni rezistentnich kmeén
v prostedi prvovyroby masa, eliminace jejich vyskytu a m&i penosu mezi zvaty,
véetrg prenosu mezi masnymi a dojnymi gy, a penosu mezi zvétem aclovékem.
Metoda je praktickou pof@itku pro rychlou eliminaci infekci Zigobenych bakteriemi rodu
Staphyloccoccus a praktickou porfickou pro odhad moznéhdgmosu a $éni v prvovyrob

potravinovych zwat.

II) Vlastni popis metodiky
Nebezpéi Sireni rezistentnich kmeri

V poslednich letech je alarmujici @at rezistentnich bakterialnich déuhjak
v humanni, tak veterinarni mediginvzhledem k tomu, Ze se bakterie ra@aphylococcus
bézne vyskytuji v prostedi prvovyroby mléka, je mozné jehdesii i na masny skot a jina
spole&n¢é chovana zvhta. Vyskyt bakterii rod@aphylococcus a jejich rezistentnich kmén
Saphylococcus aureus (MRSA) a koagulaza-negativnich rezistentnich svéfykoki (CN-
MRS) byl pivodre popsan v humanni medi€inV roce 2005 byl vSak vyskyt MRSA
potvrzen i u zviat a od té doby Z#énaji byt kmeny MRSA sledovany také ve veterinarnim
lékarstvi, a to pedevSim u potravinovych zeit. Bylo prokazano, Ze infikovana nebo
kolonizovana z\vata se mohou snadno uglatat @i Sireni €chto kmeri nejenom navzajem,
ale i na chovatele a na potravinové suroviny. UGatvthovanych pro potravinove&ely se
muze Sfit i na potravinové suroviny gené k dalSimu zpracovani a ke konzumaci, kterym je
nag. mléko. Z hospodékych zvfat byl vedle skotu popsan vyskyt MRSA réZru koni a

drabeze, ale fedevSim u prasat.



Postup pri odbéru vzorka

Kontrolu vyskytu MRSA a CN-MRS u potravinovych ati (skot, mali fezvykavci)
je mozné provait pouze v pipact fixace zvftat. Kontrola se &Sinou provadi saiasré
s odiErem krve a vakcinaci zkdt. K odlgru se pouzivaji sterilni &bvé tyinky, které se
piepravuji do laborate ve transportnim médiu s Amiesovoiadpu, a houliky s obsahem
pufrované protonové vody. Odebira s& gtnosni dutiny a z okoli tlamy a nozder. Odebrané
vzorky se pepravuji do laborate v chladicim boxu o tepldtd + 2°C. Pokud se jedn& o
chovy sogasrée masného i dojného skotu je vhodné provéseondbmisného vzorku mléka.
Kontrola Sfeni rezistentnich kméntimto zpisobem je HstuprgjSi a monitoring mize byt
provadt casgji. MIéko se odebira ze vSech stiutto jedné vzorkovnice, které se transportuji
za stejnych podminek do mikrobiologické laboratovzorky od oSétjiciho personélu se

odebiraji pomoci sterilnich Wrovych tyinek z Gstni (nosohltan), nosni dutiny a rukou.

Identifikace bakteridlnich druh i, rezistence k ATB

K mikrobiologickému vySéeni vzorki se pouzivaji selektivnitply Baird Parker,
ORSAB a pomnozovanitpy s ATB (TSB+AZT+CXT: TSB + 3,5 mg/l cefoxitin+ 7@g/l
aztreonam). lzolované druhy jsou dale identifikovapomoci biochemickych tast
STAPHYtest a identifikéniho programu TNW pro 7,0. Kmeny potvrzené j&aureus jsou
vySeteny pomoci diskové difazni metody na citlivostidaocilinu a sodasrt je provedena i

detekcamecA genu pomoci PCR metody pro potvrzeni MRSA.

PCR identifikace kmeni MRSA

Izolace bakteridlni DNA

Templatova DNA pro PCR byla izolovana z plotnoveittur kmeri S. aureus. Malé

mnozstvi kultury (3-5ul) bylo odebrano bakteriologickymikem docisté zkumavky se 180



ul lyzaéného pufru (20 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA, 1% Triton X30, pH 8) obohaceného o
lysozym (20 mg/ml). Po inkubaci 30-60 mi#i B7 °C byla ke vzorkm pfidana proteinaza K
(25 wl, 20 mg/ml). Kompletni lyza byla dosazena inkubaici56 °C kkthem 1-3 h. Pro dalSi
postup izolace byl vyuzit NucleoSpin Tissue kit @arey Nagel Inc., Hoerdt, France) dle
standardniho protokolu. Kontrola koncentrace a ilwvakolované DNA byla provedena
s pomoci spektrofotometru. Metoda se vynvala vysokou efektivnosti izolace a vysokymi
hodnoty koncentrace ziskanych izélgstandardé 250-500 ng/ul). Pro izolaci DNA lze
samozejme vyuzit jakykoliv protokol izolace DNA (n&pfenol-chloroformovou extrakci).

Archivace vzork izolované DNA

Izolaty DNA urkené k testaci do ¢kolika dni se uskladuji pii 3-5°C, pro
dlouhodobé uskladimi vzorki se doporéuje zamrazeni na -30 °Ciipadre - 80 °C.

PCR identifikace MRSA

Pro detekci kmeln MRSA byla pouzita PCR metoda identifikace gemacA,
kodujiciho rezistenci na meticilin. Sekvence pojctit primefi, designovanych programem

eprimer3 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portg2g¢forms::eprimer3), byly nasledujici:

ptimy: mecA F 5 - ACGAGTAGATGCTCAATA -3

zpstny: mecA R: 5 - CTGGAATAATGACGCTATG - 3

Pouzity teplotni a&asovy profil PCR reakce je uveden v Tab.1. PCR pytevadna
v objemu 251l s pouzitim PPP master mixu (Top-Bio, s.r.o., Brafieska republika)
obsahujiciho Taqg DNA polymerazu, s Q1 koncentraci primér a cca 50 - 150 ng
templatové DNA. PCR pufr byledsn ultragistou PCR vodou (Top-Bio, s.r.0., Pralizska
republika). Rirozerg, k amplifikaci 1ze pouzit master mixyznych vyrobé, nebo PCR siis

namichanou individuainz jednotlivych komponeint



K elektroforetické separaci ziskanych PCR produidrvenych etidiumbromidem byl
pouzit 3 % agardozovy gel (90-110V/ 1h). Vysledekl lwzualizovan UV s¥tlem a
fotograficky dokumentovan (Canon Ultra Cam.).VetkdCR produkt byla vyhodnocena
s pomoci markeru GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Eetas, GmbH, St.Leon-Rot,
Germany). Metoda zajidvala specifickou amplifikaci fragmentu gemacA o velikosti 125
bp. Pozitivni PCR test, potvrzujicfifpmnost kmeta MRSA, ilustruje Obr.1.

Tab.1. Teplotni &asovy profil PCR identifikace MRSA

avodni : zavére€na pocet
denaturace annealing elongace q
denaturace elongace cykl G
PCR program
95¢C/4min 94%C/30s 57%C/30s 72%C/25s 72C/6min 38

Obr.1 PCR genmecA

500 bp

200 bp
100 bp

Kontrola vysledk

Pro vyloweni ziskani falegnnegativnich vysledk pii identifikaci MRSA byla vyuZivana
kontrola amplifikace, kterafpdstavovala PCR amplifikaci gefemB. Gen je dle literarnich
prameri (Primer Design Ltd.,, UK, GenesigS aureus quantification Kit,
http://www.primerdesign.co.uk) a také dle in silianalyzy, provedené programem BLAST

(www.ncbi.nih.gov/), pitomny u vSech popsanych knief aureus.



Pro PCR amplifikaci (194 bp) byly pouZzity nasledéwprimery:

piimy: 5 - AAGCCAAGTACGATGGATGG - 3

zpstny: 5" - ATCCAGCACGCTCTTCAGTT - 3

Pt analyze je vyhodné pouZivat také negativni kdat(eompletrg pripraveny PCR master

mix bez DNA), gipadre i pozitivni kontrolu (testovani referémiho kmene MRSA).

Riziko vyskytu, uréeni pivodu

Vysledkem je zprdva 0 mozZzném pozitivnim/negativnimiskytu sledovanych
patogennich mikroorganismV piipact pozitivniho nélezu je mozné zpracovani odhadu o
horizontalnim nebo vertikalnimighi rezistentnich kmérve sledovaném chovu. Na zékiad
piibuznosti je mozné dale provést pomoci PCR metoalynani izolovanych kmena ukeni

puvodu kontaminace.

[II) Srovnani novosti postup

Jedna se o implementaci dosazenych vysiedtk prostedi prvovyroby, které byly
koordina&ni a konzultani metodickécinnosti mikrobiologické a molekularni laboréo
Ziskané vysledky budou nadalestavany v praxi. Metodiku jako takovou nelze srovaiay
nas s jinymi dostupnymi metodikami, né&bse v sotasné dob jako preventivni opatni
nevyuziva.

Novost metodiky spfiva vtom, Ze podava prvovyrolbo masa novy iehled o

zdravotnim stavu stada, o moznych ekonomickych diega z dvodi nutnosti na vydaje



v ramci I&ebného postupu a déale o ekonomickych ztratachipag Siceni rezistentnich

kment i na jina spoléné chovand zvata.

I\VV) Popis uplatn éni certifikované metodiky

Metodika nize byt uplatdna v praxi pedevSim v prvovyrob masa, potazmo i
v prvovyrokE mléka, pro zamezeniighi rezistentnich kmaénv dané prvovyro§, pro udrzeni
zdravotniho stavu stada, pro eliminatgosu rezistentnich kmémezi zvfaty aclovékem a
pro zamezeni naslednych ekonomickych ztrattipgok rozSteni i na mléna zvfata.
Metodiku mohou vyuZivat v poradenské slzbakreditovani poradci, veterinarni léka
muze byt rozhodujici i vippact spoi pii vyskytu rezistentnich kménv navaznosti na dalsi
zpracovatelské podniky (jatka), ggmact pri praniku nezadoucich patog&mo obchodniho
retézce.

Metodika vznikla na zakladspoluprace v projektu mezi vyzkumnou organizaci a
uzivatelem vysledku, ktery je rovh sokasti projektového tymu a u kterého byla metodika
prakticky odzkouSena u masného skotu, ovci a koo Tetodiku Ize roz#t i na jina
potravinova zuiata jako nap prasata, ka¥ zvirata chovana v oborach (jelenoviti).

Vyvinuta certifikovand metodika bylai@dana do uzivani v pisemné f@rnng.

Gabriele Doupovcové.

V) Ekonomické aspekty

Predpokladané ekonomickéiposy (v tis.K) vychazi ze zkuSenosti uzivatele. Pokud
predpokladame, Ze cca 0,05% z celé produkce je vglomz dalSiho zpracovani vzhledem k
mikrobialni kontaminaci, izeme udlat s¥izlivy odhad podilu kontaminace stafylokoky v

této komodi¢ pro zpracovatele n&stku 50 tis K rocné (masny skot, kozy, ovce). \Fipad



rozSiteni infekce na miié stado fedstavuji roni piinosy pro daného uzivatetéstku cca
350 tis. K.

Jinym nezanedbatelnyntiposem pro uZivatele jsou socioekonomické ztratyklé v
souvislosti s moznym onemagrim u lidi, které se¢fko odhaduji i z @vodu podhldSenosti

stafylokokovych onemoemi v CR.
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