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I. Cil metodiky

Metodika je zaméfena na poskytnuti kompletniho ndvodu pro manipulaci s bakteridlnimi
kmeny, které byly poskytnuty Sbirkou zoopatogennich mikroorganism( (CAPM) Vyzkumného
Ustavu veterinarniho IékafFstvi, v. v. i. (VUVel Brno) cilovym pracovistim. Sou&asti metodiky je
popis transportu kultur do laboratore zakaznika véetné bezpecného zachazeni s nimi, jejich
uloZzeni, oziveni, pomnoZeni a ddale podminky uchovani Zivotaschopnych kultur v

laboratornich podminkach.

Il. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

Hlavni ¢innost Sbhirky zoopatogennich mikroorganism( (Collection of Animal Pathogenic
Microorganisms, CAPM) je zamérfena na ziskavani, uchovavani, charakterizaci a poskytovani
kultur Zivocisnych virli a zoopatogennich bakterii. Metodika pojedndva pouze o bakteridlnich
kmenech.

CAPM uchovava vice nez 1500 kmenU bakterii. Jedna se o kultury izolované ze zvirat,
prostfedi i ¢lovéka, které pochdazi nejen z zemi CR, ale i ze zahraniéi. Ve Sbirce jsou rovnéz
uloZeny typové kmeny nékterych bakteridlnich druhd a kultury mikroorganism, které jsou
pfedmétem patentového fizeni na narodni drovni. Dlouhodobé uchovavani Zivotaschopnych
kultur je zabezpeceno metodou lyofilizace a u velkého poctu kmenl také uloZenim v
hlubokomrazicim boxu (pfi -80 °C) a/nebo v kapalném dusiku (pfi -196 °C). Databaze
nabizenych bakteridlnich kmenu je pfistupnd na webovych strankach Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby, v. v. i. v Praze http://www.vurv.cz/collections/vurv.exe/search?lang=cz a
na adrese httpp://capm.vri.cz ve formé webového katalogu Sbhirky, ktery byl aktualizovan a
plné zprovoznén v letoSnim roce.

Sbirka je zarazena do Narodniho programu konzervace a vyuZivani genetickych zdroju
mikroorganism( a drobnych ZivoCich hospoddaiského vyznamu (“Narodni program
mikroorganismu”). CAPM je registrovana ve Svétové federaci sbirek kultur (World Federation

for Culture Collections, WFCC) pod ¢islem 181 a je také ¢clenem Organizace evropskych sbirek


http://www.vurv.cz/collections/vurv.exe/search?lang=cz

kultur (European Culture Collections’ Organisation, ECCO) a Federace ceskoslovenskych

sbirek mikroorganism( (Federation of Czechoslovak Collections of Microorganisms, FCCM).

2. Predmét plisobnosti

Pfredmétem metodiky je postup bezpecné manipulace s bakterialnimi kmeny dodanymi
CAPM. Vlastni metodické postupy popsané v certifikované metodice se fidi internimi
predpisy predkladatele metodiky, mezinarodné platnymi smérnicemi pro manipulaci a
distribuci infekéniho materidlu a pfislusSnymi pravnimi predpisy. Vzniku metodiky
predchazelo zverejnéni vysledk( formou aplikovanych vysledkd (viz kapitola VII. Seznam

aplikovanych vysledkd predchdzejicich metodice).

2.1 Transport bakteridlnich kultur do cilové laboratoie

Bakterialni kultury CAPM jsou poskytovany predevsim v lyofilizované formé v zatavenych
sklenénych ampulich nebo krimpovacich vialkach uzavfenych gumovou zatkou a hlinikovym
vickem (kultury rizikové skupiny 3). Po dohodé s Zadatelem mohou byt kultury dodany i
v aktivni formé na pevnych puddach. Ve vyjimecnych pfipadech lze poskytnout izolovanou
bakteridlni DNA. Jedna se zejména o bakterie, které jsou zarazené do rizikové skupiny 3.
Pfeprava vzorkd DNA neni predmétem této metodiky. Kultury bakterii uvedené v Pfiloze ¢. 1
k vyhlasce ¢. 474/2002 Sh. lze poskytnout pouze drZitelim Povoleni k nakladani s vysoce
rizikovymi biologickymi agens (VRA), pro kultury uvedené v Pfiloze ¢. 2 kvyhlasce C.
474/2002 Sb. je nutné Potvrzeni o splnéni ohlasovaci povinnosti dle zdkona ¢. 281/2002 Sb.
vztahujici se k nakladani s rizikovymi biologickymi agens (RA).

Kultury bakterii jsou Zadatelim zasilany kuryrni sluzbou. Osobni odbér je mozny pouze za
predpokladu odvozu kultury vozidlem, které je uréeno k transportu infekéniho materialu. Za
spravné zabaleni zdasilky a volbu zplsobu prepravy pIné odpovidaji pracovnici CAPM.
Nasledujici udaje slouzi k informovani odbératelt bakteridlnich kultur o zplsobu baleni a
zasilani. Prfi prepravé musi byt dodrien systém trojitého zabaleni, ktery se sklada
z primarniho, sekundarniho a vnéjsiho obalu. Ktomuto ucelu jsou pouzivany specialni

certifikované obaly spliujici kritéria IATA (The International Air Transport Association) a ADR



(The European Agreement concerning the International Carriage of Dangerous Goods by
Road). Pro pozemni dopravu neni stanoven maximalni objem nebo hmotnost zasilky. Pro
leteckou prepravu infekénich latek kategorie A jsou maximalni limity 4 L/4 kg (nakladni
letadlo) nebo 50 ml/50 g (osobni letadlo). Do obalG pouZivanych na pracovisti CAPM lze
umistit 10 sklenénych ampuli a/nebo vialek s lyofilizovanou kulturou (objem bakteriadlni
suspenze pred lyofilizaci je 0,2 ml). Pfi prepravé kultur bakterii vedenych jako VRA musi byt

dopravce informovan o povaze zasilky.

2.2 Bezpecné zachazeni s bakterialnimi kulturami

Pfevzetim kultur bakterii prebira uzivatel zodpovédnost za jakoukoliv manipulaci s nimi ve
smyslu platnych zakonU a nafizeni o ochrané zdravi lidi pfi praci. Poskytované
mikroorganismy predstavuji potencialni riziko pro zemédélstvi a/nebo zdravi zvirat a lidi.

Bakteridlni kmeny nesmi byt nikdy predany tfetim stranam.

Postup pri poskozeni zasilky béhem prepravy nebo pfi manipulaci v laboratofi

Poskozeni zasilky béhem prepravy je vzhledem k charakteru baleni, které plné odpovida
pozadavkiim na tento typ materidlu, za normalnich okolnosti vysoce nepravdépodobné.
Pokud presto k posSkozeni zasilky dojde, je nutné toto oznamit kuryrni sluzbé a neprodlené
informovat CAPM. Pfi likvidaci havarie, kdy dojde k poskozeni sklenéné ampule/vialky
obsahujici lyofilizat bakteridlni kultury a pripadné kontaminaci okoli infekénim materialem, je

nutné postupovat nasledujicim zplsobem:

1. Pouzit osobni ochranné prostifedky (jednordzové rukavice, Ustenku, ochranny odév a
obuv).

2. Poskozenou ampuli/vialku nikdy neprendaset z mista havarie s ohledem na minimalizaci
kontaminace prostredi infekénim materialem.

3. Aplikovat kapalny dezinfekéni prostfedek zplUsobem, ktery omezi pripadné rozptyleni
biologického materialu, tj. nejprve kontaminovany povrch opatrné prekryt jednorazovou
utérkou namocenou v dezinfekénim prostfedku a potom prekryté misto radné smodcit
dalsim mnozstvim dezinfekéniho prostfedku. Nechat plsobit dle instrukci uvedenych na

obalu dezinfekéniho prostredk.



4. Veskery kontaminovany material sebrat a vhodnym zplsobem zlikvidovat.

5. V pripadé zasazeni osob postupovat dle internich predpist pfislusSného pracovisté.

2.3 Ulozeni dodané bakterialni kultury v laboratofi

Zasilka s dodanym biologickym materidlem musi byt vidy oteviena pouze v mikrobiologické
laboratofi. Dodané ampule a/nebo vialky s lyofilizovanou bakteridlni kulturou je nutné
skladovat v chladu (+4 - +8 °C) a temnu. Kratkodobé je mozné uloZeni pii pokojové teploté.
Kultury dodané v aktivni formé na pevnych pldach musi byt skladovany v chladu (+4 - +8 °C)
a temnu.

2.4 Bezpecné otevreni sklenéné ampule/vialky s lyofilizovanou bakterialni kulturou

2.4.1 Otevieni zatavené sklenéné ampule s lyofilizatem bakteriadlni kultury

Pristroje a pomucky

e pilnik na sklo

e sklenéna tycinka
e Pasteurova pipeta
e biohazardni box

e autoklav

Chemikalie a roztoky

e vhodné tekuté médium (VL bujon — anaerobni bakterie, Middlebrook bujon -
mykobakterie, Brain Heart Infusion (BHI) bujon — ostatni bakterie)

e dezinfekcni roztok

Postup

Bezpecnostni opatieni
Veskeré prace s infekénim materidlem musi byt provadény sterilné v biohazardnim boxu.

K dekontaminaci a dezinfekci pfistroje je pouzivana germicidni UVC lampa (30 min pred i po



praci) a dezinfekéni roztok. PouZity jednordazovy materidl musi byt pred likvidaci

dekontaminovan v autoklavu (30 minut pfi 121 °C).

Provedeni metody

e Zkontrolovat Cislo kultury na Stitku uvnitf ampule. Musi se shodovat s Udajem uvedenym
v dodacim listu. Na rubu Stitku je uvedeno datum vyhotoveni (mésic, rok).

e Pilnikem na sklo nafiznout ampuli proti stfedu molitanové zatky nebo 0,5 cm nad hornim
koncem Stitku, pokud v ampuli neni zatka.

e Otfit povrch ampule gdzou smocenou v 70% ethanolu.

e Kzarezu pfilozZit rozzhavenou sklenénou tycCinku tak, aby sklo prasklo. Nechat zvolna
proniknout vzduch do ampule.

e Opatrné odlomit hrot ampule.

e K lyofilizatu bakteridlni kultury pfidat 0,3 ml vhodného tekutého média.

e Opakovanym nasatim Pasteurovou pipetou suspenzi dobife promichat. Nechat nékolik
minut stat.

e Pfipravenou bakteridlni suspenzi inokulovat vhodné pevné médium, pfipadné i tekuté
médium (viz kapitola 2.5 OZiveni a pomnoZeni bakteriadlni kultury).

o Veskeré zbytky plvodni ampule (pfipadné i suspenze) bezpecné zlikvidovat jako infekéni

material.

2.4.2 Otevieni krimpovaci vialky s lyofilizatem bakteridlni kultury

Pristroje a pomucky

e pinzeta

e jednokanalova pipeta
e sterilni Spicky s filtrem
e biohazardni box

e autoklav



Chemikalie a roztoky

e vhodné tekuté médium (Brucella bujon — brucely, Middlebrook bujon — mykobakterie,
Brain Heart Infusion (BHI) bujon — ostatni bakterie)

e dezinfekini roztok

Postup

Bezpecnostni opatieni

V krimpovacich vialkach jsou lyofilizovany kultury bakterii rizikové skupiny 3, proto musi byt
otevieny v zabezpecené laboratofi s urovni biologické bezpecnosti 3, kde se vzduch
v porovnani svnéjsi atmosférou udrzuje v podtlaku (BSL3 laborator). Veskeré prace
s infekénim materialem musi byt provadény sterilné v biohazardnim boxu. K dekontaminaci a
dezinfekci pfistroje je pouzivana germicidni UVC lampa (30 min pted i po praci) a dezinfekéni
roztok. Pouzity jednorazovy material musi byt pred likvidaci dekontaminovan v autoklavu (30

minut pfi 121 °C).

Provedeni metody

e Zkontrolovat cCislo kultury na Stitku vialky. Musi se shodovat s udajem uvedenym
v dodacim listu. Na Stitku je uvedeno i datum vyhotoveni (mésic, rok).

e V mistech naznacené perforace odstranit hlinikové vicko.

e Ottit povrch vialky gazou smocenou v 70% ethanolu.

e Sterilni pinzetou sundat gumovou zatku.

e Pridat k lyofilizatu bakterialni kultury 0,3 - 0,5 ml vhodného tekutého média.

e Opakovanym nasatim pipetovaci Spickou suspenzi dobfe promichat. Nechat nékolik
minut stat.

e Pfipravenou bakteriadlni suspenzi inokulovat vhodné pevné médium, pfipadné i tekuté
médium (viz kapitola 2.5 Oziveni a pomnozeni bakterialni kultury).

e Veskeré zbytky plvodni ampule (pfipadné i suspenze) bezpecné zlikvidovat jako infekéni

material.



2.5 Oziveni a pomnozeni bakterialni kultury

Zakladni metodou pomnoZovani bakterii v laboratornich podminkdach je jejich kultivace na
pevnych puUdach, pfipadné i vtekutych médiich. Kultivacni (Zivné) pldy jsou vyrabény
komercné, nékteré laboratore si je pripravuji samy. Neexistuje univerzalni médium, které by
umoznovalo pomnoZeni vsech druh( bakterii. Seznam vhodnych kultivacnich médii pro
konkrétni sbirkovy bakteridlni kmen véetné kultivacnich podminek je uveden ve webovém

katalogu.

Pristroje a pomucky

e jednokanalova pipeta

e sterilni Spicky s filtrem

e Pasteurova pipeta

e inokulacni klicky

e prenosny anaerostat

e vyvijeCe atmosféry

e termostat, pfipadné dalsi pfistroje s regulovanou atmosférou
e biohazardni box

e chladnicka

e autoklav

Kultivacni média a roztoky

e doporucené kultivaéni pldy pro konkrétni bakteridlni kmen uvedené ve webovém
katalogu Sbhirky

e dezinfekini roztok

Postup

Bezpecnostni opatieni
Laboratorni Cinnosti, pfi kterych dochazi k pomnoZzovani kultur bakterii rizikové skupiny 3,
musi byt provadény v zabezpecené laboratofi s Urovni biologické bezpecnosti 3, kde se

vzduch v porovndni s vnéjsi atmosférou udrzuje v podtlaku (BSL3 laborator). Veskeré prace



s infekénim materialem musi byt provadeény sterilné v biohazardnim boxu. K dekontaminaci a

dezinfekci pfistroje je pouzivana germicidni UVC lampa (30 min pred i po praci) a dezinfekcni

roztok. Pouzity jednorazovy materidl musi byt pred likvidaci dekontaminovan v autoklavu (30

minut pfi 121 °C).

2.5.1 Provedeni metody: Kultivace bakterialni kultury na pevné ptidé v Petriho misce nebo

Sikmém agaru ve zkumavce

Resuspendovany lyofilizat bakteridlni kultury inokulovat pipetou na povrch pevné pldy.
Inokulum rozettit inokula¢ni klickou (tzv. kfizovy roztér — Petriho miska, klikaty pohyb —
Sikmy agar).

Naockovanou pudu inkubovat nékolik dnli vtermostatu za optimalnich podminek pro
dany bakterialni kmen.

Po uplynuti inkubacni doby makroskopicky zhodnotit narostlé kolonie na povrchu pevné

pady (kazda kolonie obsahuje velké mnozstvi bakteridlnich bunék).

Pfeockovanim koncovych kolonii opét na pevné pldy je bakteridlni kultura ptipravena

k pouZziti.

2.5.2 Provedeni metody: Kultivace bakterialni kultury v tekuté pudé ve zkumavce

Do zkumavky stekutou pldou pipetou inokulovat resuspendovanou lyofilizovanou
bakteridlni kulturu.

Opakovanym nasatim pipetovaci Spickou suspenzi promichat.

Naockovanou pldu inkubovat nékolik dnli vtermostatu za optimalnich podminek pro
dany bakterialni kmen.

Po uplynuti inkubacéni doby makroskopicky zhodnotit vznikly zakal a/nebo sediment, ktery

potvrzuje Uspésné namnozeni bakteridlni kultury.

2.6 Uchovani pomnozené bakterialni kultury v cilové laboratofi

Pro kratkodobou potiebu je nejvhodnéjsi uchovdvat pomnozenou bakteridlni kulturu na

pevné pudé v Petriho misce nebo na sikmém agaru ve zkumavce pfi chladnickové teploté (+4



- +8 °C). U anaerobnich a mikroaerofilnich bakterii je nutné pouzit nadobu pro kultivaci
téchto mikroorganisml s vyvijeCem potifebné atmosféry nebo tyto kultury uchovavat
v tekutém médiu. Dlouhodobé uchovavani Zivotaschopnych kultur je vhodné zabezpecdit
metodou kryoprezervace — uloZenim v hlubokomrazicim boxu (pfi -70 az -80 °C) a/nebo

v kapalném dusiku (pfi-196 °C). Pro obé metody je nutné dodrZovat nize uvedena opatreni.

Bezpecnostni opatieni

Laboratorni cinnosti, pfi kterych dochazi k manipulaci s pomnoZzenou kulturou bakterii
rizikové skupiny 3, musi byt provadény vzabezpecené laboratofi s urovni biologické
bezpecnosti 3, kde se vzduch v porovnani s vnéjsi atmosférou udrzuje v podtlaku (BSL3
laborator). Veskeré prace sinfekénim materidlem musi byt provadény sterilné
v biohazardnim boxu. K dekontaminaci a dezinfekci pfistroje je pouzivana germicidni UVC
lampa (30 min pred i po praci) a dezinfekéni roztok. Pouzity jednorazovy materidl musi byt

pred likvidaci dekontaminovan v autokldvu (30 minut pfi 121 °C).

2.6.1 Kryoprezervace v hlubokomrazicim boxu

Pristroje a pomucky

e sterilni zkumavka se zatkou (objem 10 ml)

inokulacni klicky 10 ul

e jednokandlové pipety

e sterilni Spicky s filtrem

e kryozkumavky vhodné pro zamrazeni pfi-70 az -80 °C
e biohazardni box

¢ hlubokomrazici box

e autoklav

Chemikalie a roztoky

e kryokonzervacni médium (bovinni sérum s 5 % inositolu)
e DMSO (dimethylsulfoxid)

e dezinfekini roztok
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Postup

e Do sterilni zkumavky napipetovat 3 ml kryokonzervacniho média.

e Inokulac¢ni klickou odebrat kulturu narostlou na pevné pudé a inokulum prenést do
zkumavky s médiem. Tento krok opakovat jesté dvakrat.

e Opakovanym nasatim pipetovaci Spickou suspenzi ve zkumavce dobfe promichat.

e Ksuspenzi pridat 300 ul DMSO. Opét promichat.

e Do oznacenych kryozkumavek napipetovat odpovidajici mnoZstvi bakteridlni suspenze
(naplnit maximalné do 90 % objemul).

e Kryozkumavky ulozit do hlubokomraziciho boxu.

2.6.2 Kryoprezervace v kapalném dusiku

Pristroje a pomucky

e sterilni zkumavka se zatkou (objem 10 ml)

e inokulacni klicky 10 pl

e jednokandlové pipety

e sterilni Spicky s filtrem

e kryozkumavky urcené pro uloZeni v parach kapalného dusiku (je vhodné kryozkumavky
zabezpedit Cryoflex hadici)

¢ biohazardni box

¢ hlubokomrazici box

e Dewarova nadoba s kapalnym dusikem nebo parami kapalného dusiku uréena pro
dlouhodobé uchovavani biologického materialu

e autoklav

PFi poutziti technologie Cryoflex (NUNC) je navic potfeba:
e chladnicka

e nuzky

® pinzeta

e lihovy kahan

11



Chemikalie a roztoky

e kryokonzervacni médium (bovinni sérum s 5 % inositolu)
e DMSO (dimethylsulfoxid)

e dezinfekini roztok

Postup

e Postupovat stejné jako u vySe uvedené metody, pouze pouzit jiny typ kryozkumavek.

e Pred uloZenim kryozkumavek do Dewarovy nadoby je nutné jejich predmrazeni
v hlubokomrazicim boxu pfi-70 az -80 °C alespon po dobu 60 minut.

e Pfi pouZiti technologie Cryoflex vychladit kryozkumavku se suspenzi v chladni¢ce, poté
postupovat dle ndvodu vyrobce (NUNC). Zatavenou kryozkumavku ulozZit do kapalného

dusiku.

Existuji i jiné postupy pro uloZeni bakteridlnich kultur v hlubokomrazicim boxu a/nebo
v kapalném dusiku, napf. poutziti sterilnich zkumavek s kordlky pokrytymi specidlnim

kryomédiem. Zminovany postup neni predmétem metodiky.

I1l. Srovnani novosti postupti

Metodika souhrnnym zplUsobem informuje zakazniky CAPM, ktefi jsou zaroven uzZivateli
poskytovanych bakteridlnich kmenU, o postupu nakladani s bakterialnimi kulturami CAPM,
pocinaje jejich distribuci az po konecné vyuziti v laboratofi. Tyto udaje doposud nebyly takto

ucelenym zptsobem publikovany.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urcena uZivateldm bakteridlnich kmenu, které byly ziskany ze Sbirky
zoopatogennich mikroorganism(i (CAPM) VUVel Brno a nesou oznaleni (tzv. katalogové
¢islo) CAPM xxxx (napf. CAPM 6163). Jednd se predev$im o Statni veterinarni ustavy (SVU),

soukromé diagnostické laboratore, vyzkumné organizace a vysoké skoly.
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V. Ekonomické aspekty

V béiné mikrobiologické laboratofi spocivaji naklady na provedeni uvedenych metodickych
postupl pouze v nakupu specifickych pomucek, chemikalii a kultivacnich plid potfebnych pfi
manipulaci s poskytnutou kulturou, pfiblizné 6.000 K¢. Nakladnéjsi je metoda uchovani
kultur v kapalném dusiku, kde se musi pocitat s dennim odparem, ktery zavisi zejména na
velikosti Dewarovy nadoby.

Ekonomicky pfinos metodiky spociva ve zkvalitnéni sluzeb uZivateld sbirkovych kmenl —
zakaznikG CAPM. Poskytnuté kultury jsou totiz ¢asto vyuzivany k diagnostickym uceliim a
nespravnou manipulaci by mohlo dojit ke ztraté genetického zdroje mikroorganismu.
Odhaduje se, Ze spravna diagnostika se podili na ekonomickém efektu naslednych
zdravotnich opatfeni v chovech nejméné 30 %. Hlavni pfinos, ackoliv nepfimy, spociva

ve zvySeni bezpecnosti pfi zasilani a vyuzivani bakteriadlnich kmen( dodanych CAPM.
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— VSeobecna ustanoveni a ustanoveni tykajici se nebezpecnych latek a predmétl a Pfilohy B
— Ustanoveni o dopravnich prostfedcich a o prepravé Evropské dohody o mezinarodni

silni¢ni prepravé nebezpecnych véci (ADR).
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mikroorganismu, ve znéni pozdéjsich predpis(.

Vyhlaska €. 474/2002 Sb. v platném znéni, kterou se provadi zakon ¢. 281/2002Sb., o
nékterych opatfenich souvisejicich se zakazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych

zbrani a o zméneé zZivnostenského zakona.
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poplatcich, ve znéni pozdéjSich predpisi (zakon o genetickych zdrojich rostlin a

mikroorganism).
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ve formé sbirkovych poloZzek deponovanych ve Sbhirce zoopatogennich mikroorganismu
(CAPM). Funkéni vzorek, ISBN 978-80-88233-29-9, VUVel Brno, 2017 [k 8. 12. 2020 dostupné

online na https://www.vri.cz/cz/vyzkum/aplikovane vysledky/funkcni vzorky].
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(on-line katalog). Software, VUVel Brno, 2017.

VIIIl. Dedikace

v

Metodika je vysledkem tesSeni vyzkumného projektu NAZV ¢. QJ1630210 s nazvem
Certifikovana kolekce referenénich kmen( virovych a bakteridlnich patogent pro diagnostiku
vyznamnych onemocnéni skotu, prasat, ovci, koz, koni, drlibeze, kralikd, ryb a vcel s ohledem
na udrzitelnost chovu cennych domacich plemen hospodarskych zvifat a podpory na rozvoj

vyzkumné organizace ¢. MZE-RO0518.
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