% VYZKUMNY USTAV
VETERINARNIHO
¢ LEKARSTVI, v.v.i.

CERTIFIKOVANA METODIKA

Metody priukazu, laboratorniho testovani a vysetreni
citlivosti/rezistence k antimikrobiktim
izolata Streptococcus uberis z mastitid dojnic

MVDr. Monika Zouharova, Ph.D.
MVDr. Katerina Nedbalcova, Ph.D.

Eva Audova @







Certifikovana metodika ¢. 130/2020

Metody prikazu, laboratorniho testovani a vysetfeni citlivosti/rezistence
k antimikrobikiim izolata Streptococcus uberis z mastitid dojnic

Autofi:

MVDr. Monika Zouharovd, Ph.D., Vyzkumny Gstav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i., Hudcova
296/70, Brno

MVDr. Katefina Nedbalcova, Ph.D., Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i., Hudcova
296/70, Brno

Eva Audova, Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékaistvi, v.v.i., Hudcova 296/70, Brno

Certifikovana metodika byla vypracovana v ramci projektu Ministerstva zemédélstvi
CR NAZV QK 1910212 a Ministerstva zemédélstvi CR RO0518

¢. osvédceni SVS/2020/101856-G
Vydalo: Statni veterinarni sprava

ISBN 978-80-88233-08-4



I. Cil metodiky

Cilem vypracovani certifikované metodiky je zavedeni standardni metodiky Kk prukazu
Streptococcus uberis ze vzorku sekretu mlééné zlazy jako etiologického agens klinické nebo
subklinické mastitidy a stanoveni urovné citlivosti k antimikrobikiim u ovéfeného izolatu
S. uberis na setech se specialnim vybérem antimikrobik.

11. Uvod

S. uberis je jednim z nejcastéji izolovanych piivodci mastitid, které zptisobuji v chovech dojnic
velké ekonomické ztraty, at’ uz snizenim produkce a kvality mléka, vznikem néaklad
vynaloZenych na 1é¢bu, anebo také ztratami zpisobenymi vyfazovanim dojnic s perzistentnimi
infekcemi a opakujicimi se zanéty ( Hogeveen et al. 2011).

Intramamarni infekce S. uberis je spojovana se subklinickou i klinickou mastitidou, a to jak u
dojnic laktujicich, tak i u dojnic mimo laktaci. K infekci mlééné zlazy dochazi nejéastéji
v obdobi st&ni na sucho (cca 60 %), s naslednym propuknutim klinické mastitidy v néasledujici
laktaci (Kromker et al. 2014).

S. uberis fadime mezi environmentalni streptokoky, vyskytuje se vSude v prostiedi staji i na
pastvé, zejména v mistech, kde se kravy shromazd’uji a kde odpocivaji. Kmeny S. uberis se
vyznacuji velkou genetickou variabilitou a 1 v rdmci jednoho chovu muze byt detekovéano vice
genotypu S. uberis (Davies et al. 2016). Pro vétsinu kmenil jsou typické prechodné infekce
environmentalniho ptivodu, kde je zdrojem infekce prostiedi (Tassi et al. 2013). Nékteré kmeny
S. uberis vsak mohou byt vice adaptovany na mlé¢nou Zlazu kravy a tyto kmeny pak vykazuji
riznou miru kontagiozity a $ifi se pfimo z kravy na kravu, pravdépodobné¢ béhem procesu
dojeni. Tyto kmeny jsou schopny perzistovat v mlééné Zlaze a zptisobuji rekurentni, chronické
infekce (Phuektes et al. 2001).

Pravé kvili ubikvitarnimu vyskytu S. uberis v prostiedi krav a pravdépodobnosti vyskyti vice
riznych kment (s rozdilnou virulenci) S. uberis v jednom chovu je nutné odebirat vzorek velmi
peclive. Pro diagnostiku a oznaceni vykultivovaného S. uberis jako ptivodce mastitidy je velmi
dilezity piisné asepticky odbér sekretu mlécné Zlazy. Pii nedokonalém ocisténi struku nebo
jinak nevhodné odebraného vzorku miize dojit ke kontaminaci vzorku z prostiedi. Kmen
S. uberis izolovany z takového vzorku viibec nemusi byt ptivodce vySetfované mastitidy.

K 1é¢bé intramamarnich infekei zptisobenych S. uberis je doporu¢ovano pouziti penicilind,
protoZe streptokoky jsou znamy svou dobrou citlivosti k penicilinam (Bradley 2002, Kéappeli
et al. 2019). Recentni studie vSak dokladaji pomaly, ale viditelny pokles citlivosti izolatd
S. uberis k beta-laktamtm (Haenni et al. 2018). V soucasné dob¢ vzrusta obliba pouzivani
pirlimycinu, zejména k 1é¢b¢ perzistentnich infekci S. uberis. Pfestoze vétSina kmenu S. uberis
je k pirlimycinu citliva, vyskytuji se i izolaty rezistentni. Zahajeni 1é¢by bez ptedchoziho
laboratorniho uréeni citlivosti izolatu nebo dodateéného ovéieni citlivosti izolatu k vybranému
antimikrobiku by bylo riskantni.



I11. Vlastni popis metodiky

1. Odbér vzorkii

Mléko nebo zménény sekret mlécné zlazy odebrany u krav s klinickou (klinické ptiznaky
zanctu) nebo subklinickou (na zékladé zvySeného poctu somatickych bunék) mastitidou je
nutné odebrat piisné asepticky. Odbér se provadi v rukavicich, po dtkladném ocisténi a
dezinfekcei strukd a po odstiiknuti prvnich tii stiiki mléka — nejlépe do nadobky, jejiz obsah
poté zlikvidujeme (nedoporucuje se odstiikavat na zem, protoze se tak kontaminuje prostiedi
pfipadnym mastitidnim patogenem). Do sterilni vzorkovnice se odebere 5-15 ml mléka, vnitini
plocha vicka odbérové nadobky musi byt udrzovana v Cistoté, bez dotyku rukou, otoc¢ena
smérem k podlaze. Odbérova nadoba musi byt fadné oznacena nesmazatelnou fixou.

Vzorky mléka musi byt do 48 hodin (nejlépe do 24 hodin) pti dodrzeni chladni¢kové teploty
(do 8 °C) doruceny do laboratote. Pokud neni mozné vzorky dorucit do 48 hodin do laboratote,
Ize je zamrazit.

Pokud je v chovu vyuzivana faremni kultivace a diagnostika s vyuzitim komeréné dodavanych
selektivnich pid, nejCastéji na bazi chromogennich médii (napt. PM test,
CHROMagar™Mastitis), je mozné poslat do laboratofe celou misku k ovéfeni identifikace
puvodce mastitidy a k ureni citlivosti k antimikrobikiim. Miska s narostlymi koloniemi by
méla byt uchovavana v chladnickové teploté a odesldna do laboratofe do 3 dn.

2. Identifikace S. uberis jako piivodce mastitidy

Vzorek mléka je v diagnostické laboratofi inokulovan na neselektivni agarova média (napf.
krevni agar s 5 % berani krve) a inkubuje se 24 hodin pii 37 °C (doba inkubace miize byt podle
potfeby prodlouzena).

Pokud na agaru naroste monokultura jednoho typu kolonii ve velkém mnoZstvi, jedna se
s velkou pravdépodobnosti o ptivodce mastitidy. Pokud na misce narostou 3 a vice typti kolonii,
takovy vzorek povaZzujeme za kontaminovany a z vySetieni se vylouci, nebot’ vySetieni
takového vzorku se prodrazi a vysledek muze byt zkresleny, protoZe v piipadé zachytu S. uberis
by mohl byt zachycen kmen z prostiedi, ktery infekci mlééné zlazy nezptsobil nebo dokonce
ani nebyl schopny infekci vyvolat.

2.1. Identifikace izolati S. uberis

Na krevnim agaru vybereme kolonie morfologicky typické pro S. uberis (bilé drobné kolonie
bez hemolyzy, lesklé, nékdy mohou mit mukoidni vzhled) (Obr. 1). K ureni bakterialniho
druhu suspektni izolaty podrobime biochemickym testim (napi. API STREP, STREPTOtest)
nebo provedeme identifikaci pomoci MALDI-TOF-MS. ProtoZe kmeny S. uberis jsou velmi
geneticky a tedy i fenotypové variabilni, izolaty nejsou témito metodami Casto jednoznaéné
urCeny a musi se provést koneéné ovéfeni spravnosti identifikace izolatu S. uberis metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR). Problém s identifikaci byva zejména u Streptococcus
parauberis, ktery je biochemickymi testy témét neodlisitelny (Facklam 2002) od S. uberis a ani
metoda MALDI-TOF neni pii jejich odliSeni stoprocentni.

U faremni diagnostiky je nutna pfi identifikaci ptivodct podle barvy a vzhledu kolonii na
chromogennich agarech zvl&stni opatrnost. Ackoliv vyrobci uvadi, ze S. uberis na
chromogennich médiich roste v modrych koloniich, nékteré kmeny maji modro-fialovou nebo
dokonce ¢isté fialovou barvu, u nékterych kment S. uberis mohou mit i nadech do zelena. Je to
opét zpusobeno jejich velikou genetickou variabilitou. Takovy netypicky kmen S. uberis je pak
neodliSitelny na chromogennim médiu napt. pravé od S. parauberis nebo od Aerococcus



viridans, ktery se také vyznacuje velkou variabilitou a v mléce a prostiedi je velmi Casto
zachytavan.

Obr. 1: Vzhled Streptococcus uberis na kr

evnim agaru

\

2.2. Ovéreni spravnosti identifikace izolata S. uberis metodou PCR
Ovéfeni spravnosti identifikace provedeme vysetienim ¢asti genu 16S rRNA, ktera je druhovée
specificka pouze pro S. uberis, podle publikace Hassan et al. 2001.

Metodu jsme ovéfovali na referenénim kmenu S. uberis CCM 4617 a Sesti izolatech S. uberis,
u kterych byla pfislusnost Ktomuto bakteridlnimu druhu ovéfena celogenomovym
sekvenovanim. Pro ovéfeni specifity primert byla PCR provedena i u jinych druht streptokokt
a enterokoki (S. parauberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus suis, Enterococcus faecalis), kde se specificky produkt nevytvoiil (Obr.2).

2.2.1. Potieby

Oligonukleotidové primery (Hassan et al. 2001)
16S-UB-f 5‘-CGC ATG ACA ATA GGG TAC A-3°
16S-UB-r 5*-GCC TTT AAC TTC AGA CTT ATC A-3°

Primery byly nasyntetizovany firmou GeneriBiotech (Ceskad Republika). PCR produkt
amplifikovany primery 16S-UB-f + 16S-UB-r je dlouhy 445bp.

Ostatni reagencie

Pro PCR byl pouzit Combi PPP Master Mix, katalogové ¢&islo C208, firmy TopBio (Ceska
Republika).

Pro vizualizaci DNA v agar6zovém gelu byl pouzit Ethidium bromid (1mg/ml).

Pro porovnani velikosti produktu byl pouzit DNA marker 200-1500, katalogové ¢islo D110,
firmy TopBio (Ceska republika).

TBE (Tris-borat-EDTA) pufr pro elektroforézu.

PCR H:0 firmy TopBio (Ceska Republika).




Obr. 2: Identifikace S. uberis metodou PCR

U vzorkia 1-7 vznika typicky produkt o velikosti 445bp specificky pro S. uberis: vzorek 1 -
referenéni kmen S. uberis CCM 4617; vzorek 2-7 — izolaty S. uberis ovétené celogenomovym
sekvenovanim. VVzorek 8-12 — negativni kontrola: vzorek 8 — S. parauberis; 9 — S. dysgalactiae;
10 - S. agalactiae; 11 - S. suis; 12 — E. faecalis.

2.2.2 Postup

Izolace DNA

DNA byla ptipravena povafenim bakterialni kultury. Bakteridlni kolonie narostla na krevnim
agaru byla sterilni klickou resuspendovéana v 50 pl sterilni vody. Zkumavka se suspenzi byla
zahtivana 10 minut pfi teploté 100 °C, poté byla zkumavka centrifugovana 10 minut pii 10 000
g. Supernatant byl pouZit jako templat pro PCR.

Ptiprava smési pro PCR reakci

Do 200 pl PCR zkumavek umisténych v chlazeném stojanku byla smichana smés pro PCR. Na
jednu reakci byly pouZity nasledujici objemy reagencii:

Combi PPP Master Mix 10,0 ul

16S-SU-f 0,1 pl (koncentrace z&sobniho roztoku primeru 100 pmol/pl)
16S-SU-r 0,1 ul (koncentrace zasobniho roztoku primeru 100 pmol/ul)
H20 7,80 pul

DNA 2,0 pl

PCR program:

1.95°C 5 min

2. 94 °C 30 sec.
3. 55 °C 30 sec.
4,72 °C 30 sec
5. GOTO 2 30x
6. 72 °C 8 min.
7.6°C



Elektroforeza

10 ul amplifikovanych produkti bylo vloZeno na 2% agarézovy gel obarveny ethidium
bromidem. Rtzné dlouhé produkty PCR byly od sebe odd¢€leny pfi putovani v elektroforéze pti
120V 40 minut a nasledné vizualizovany pod UV svétlem (312nm).

Vyhodnoceni gelu
Pokud je na gelu pod UV svétlem jasné viditelny prouzek, pti srovnani s DNA markerem
odpovidajici velikosti 445bp, mizeme potvrdit ptislusnost izolatu k S. uberis.

3. Ur¢eni citlivosti izolatu S. uberis k antimikrobikim

Citlivost/rezistence k antimikrobikim je stanovovana standardizovanou mikrodilu¢ni metodou
stanovenim minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) antimikrobnich latek na originalnich
setech vyrobenych podle dokumentu CLSI VET01-A4 (CLSI 2013). ProtoZe S. uberis je
rustové naro¢na bakterie, médium obsazené v desti¢kach (Mueller Hinton Broth) je obohacené
o lyzovanou konskou krev (2,5-5 %). Sada antibiotik testovana v setech je sestavena pfimo pro
testovani S. uberis s ohledem na dostupné intramamarni/injek¢ni veterinarni 1é¢ivé ptipravky
uréené specificky pro tuto indikaci. Z epidemiologickych diivodi jsou v sad€ zahrnuta i néktera
antimikrobika, ktera nejsou pro 1é¢bu mastitid primarné indikovana, ale vyuZivaji se ke
sledovani Sifeni rezistence v bakterialnich populacich. K validaci kitu a metody je pouzivan
referen¢ni kmen Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Provedeni metody a hodnoceni jsou
zcela v souladu se standardizovanymi metodikami Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2019)
a Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2018).

3.1. Set k testovani citlivosti k antimikrobikim

Diagnosticky set je mikrotitra¢ni desticka s 96 jamkami - 12 sloupcu (1-12) a 8 fadki (A-H).
Ve sloupcich je v rastovém médiu nafedéno Ctrnact navrzenych antimikrobidlnich latek v
objemu 100 pl. Sloupce 1-4 a 7-11 obsahuji 8 fedéni antimikrobni latky (fadky A-H), ve
sloupcich 5 a 6 jsou v kazdém sloupci natedéna vzdy 2 antimikrobika ve Etyfech fedénich
(tadky A-D a E-H), ve sloupci 12 je obsazena antimikrobni latka v 7 fedénich (fadky B-H) a v
fadku A tohoto sloupce je jamka se 100 pl média bez antimikrobialni latky slouzici jako
pozitivni kontrola rlstu testovanych bakterii. Pocatecni koncentrace a pocet fedéni jednotlivych
antimikrobialnich latek na desti¢ce jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC
vySetfovanych bakterii zahrnovaly rozmezi breakpointi citlivosti/rezistence podle zavaznych
mezinarodnich metodik Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) a European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) a rozmezi hodnot MIC referen¢niho kmene
S. pneumoniae povinné testovaneho v ramci kontroly kvality (Tab. 1).



Tab. 1: Set ke stanoveni MIC antimikrobialnich latek u Streptococcus uberis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
j CEF [ STR -
PNC | AMP | AMC* | CEFL [m=ceaq—so—f CLI | ERY | GEN | TET | RIF | SXT
8 8 4 | 256 | 8 | 512 | 8 8 | 512 | 32 | 4 | PK
4 | 4 2 128 | 4 | 256 | 4 4 [ 256 | 16 | 2 8
2 2 1 64 2 128 | 2 2 128 8 | 1 4
1 1 [ 05 | 3 1 64 | 1 1 | 64 | 4 (05| 2
05 | 05 | 025 | 16 4 4 | 05| 05 | 8 2 |o2s] 1
025 | 025 | 0125 | 8 2 2 |025]025| 4 1 [0125] 05
0,125 0,125 | 006 | 4 1 1 [0125[0125| 2 | 05 | 0,06 | 0,25
0,06 | 0,06 | 003 | 2 05 | 05 | 006|006 | 1 [025]003] 0125

Koncentrace antimikrobialnich latek v tabulce jsou uvedeny v mg/l.
*koncentrace v tabulce plati pro amoxicilin
**Kkoncentrace v tabulce plati pro trimethoprim

Seznam antimikrobialnich latek:

PEN
AMP
AMC
CEFL
CEF
CEFQ
STR
PIR
CLI
ERY
GEN
TET
RIF
SXT
PKR

penicilin

ampicilin

amoxicilin/klavulanova kyselina 2/1
cefalexin

ceftiofur

cefchinom

streptomycin

pirlimycin

klindamycin

erythromycin

gentamicin

tetracyklin

rifampin
trimethoprim/sulfamethoxazol 1/19
pozitivni kontrola rastu

Sety se musi skladovat zamrazené pii teploté — 80 °C. Po rozmrazeni a temperovani setu na
kultivaéni teplotu je nutné provést inokulaci desticky do 1h. Rozmrazené sety se nesmi
opétovné zamrazit (riziko degradace antimikrobialnich latek). Pti skladovani sett v -80 °C je
exspirace 6 mésicii ode dne vyroby.

Kontrola kvality sett je aZz do doby exspirace sledovana na pracovisti vyrobce setd pravidelnym
tydennim testovanim referenéniho kmene S. pneumoniae (ATCC 49619), u kterého je ptesné
definovano rozmezi hodnot MIC k antimikrobialnim latkam, ve kterém se musi nachazet, podle
laboratornich standarda CLSI, EUCAST a CA-SFM (v Tab. 2 oznaceno Sedou barvou).




Tab. 2: Rozmezi MIC u kontrolniho kmene Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

j CEF STR -
PNC | AMP | AMC* | CEFL —cces | CL! [ ERY | GEN | TET [ RIF | SXT
8 | 8 4 256 8 512 8 | 8 | 51232 | 4 | PK
4 | 4 2 128 4 256 4 | 4 | 286 | 16 | 2 8
2 2 1 64 2 128 2 | 2 [128] 8 | 1 4
1 1 | 05 | 32 1 64 1 1 [ 64| 4 [ 05| 2
0,12-0,5
05 | 05 | 025 | 16 4 4 05 | 05 8 | 2 [o25| 1
025 | 025 | 0,125 | 8 2 2 025 025 | 4 | 1 [0125| 05
0,125 [0,425| 0,06 | 4 1 1 [0125]0125| 2 | 05 | 0,06 | 025
0,06 [ 006 | 003 | 2 0,5 05 | 006006 1 |025]003] 0125
0,015-0,06 0,03 | 0,03 0,06 | 0,016

3.2. Priprava inokula

Bakteriologickou klickou se odebere 3 — 5 bakteridlnich kolonii kultivovanych na
neselektivnim agarovém mediu (inkubovanych pfi teploté 34-37 °C po dobu 18 h — 24h) do
sterilniho bujonu nebo fyziologického roztoku. Denzita suspenze se bujonem nebo
fyziologickym roztokem upravi na zakal 0,5 McFarlanda, ktery na fotometru (vinova délka 625
nm, kyveta s optickou drahou 1 cm) odpovida absorbanci 0,08 — 0,13 nebo denzitu alternativné
vyhodnotit vizualné podle zakalového standardu McFarland. Bakterialni suspenze o denzité
0,5 McFarlanda (odpovida 5 x 108 CFU/ml pro E. coli ATCC 25 922) se dale 10x ziedi
(odpovida 5 x 10" CFU/ml). Touto nafedénou suspenzi budeme inokulovat desti¢ku (5 pl takto
natfedéného inokula se pienese do jamky mikrotitraéni desky s obsahem 100 pl bujonu), finalni
koncentrace inokula v jamce bude 5 x 10° CFU.

3.3. Inokulace mikrotitraénich desticek

Suspenze inokula se musi naoCkovat do jamek vytemperované mikrotitracni destiCky
nejpozdéji do 15 minut od jeho ptipravy. Do kazdé jamky desticky, obsahujici 100 pl zfedéné
antimikrobialni latky v bujonu, se pfida maximaln¢ 5 pul suspenze ziedéného
inokula. (Multikanalovou pipetou presné 5 pl nebo inokulatorem — jezkem).

Ihned po naockovani se ovéti skuteéna koncentrace inokula. Z jamky pozitivni kontroly ristu
se odebere 10 pl bakterialni suspenze, ktera se nasledné ziedi v 10 ml bujonu nebo
fyziologickém roztoku. Z tohoto fedéni se pienese 100 pl kultury na krevni agar, a inkubuje se
pies noc. Zkouska se povazuje za vyhovujici, pokud na agarové pudé¢ vyroste 20 — 80 kolonii.

Ovéieni bakterialni Cistoty: Z jamky bez antimikrobialni latky (pozice 12A na desti¢ce) se
odebere 100 pl, které se kultivuji na neselektivnim agarovém médiu pti 34 — 37 °C po dobu 18
— 24 hodin. Zhodnoti se Cistota kultury.

3.4. Inkubace mikrotitra¢nich destic¢ek
Desticky se opatfi vickem nebo lepici folii a inkubuji se aerobné pii teploté 35 + 2 °C po dobu
20 - 24 hodin.

3.5. Odecitani vysledku
Vysledky se odecitaji po dosazeni dostatecného narlstu mikroorganismu (usazenina nebo
zietelny zékal) a po ovéfeni bakterialni Cistoty a pfislusné koncentrace inokula. Zjisténa
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viditelny rust testovaného mikroorganismu (Obr. 3).

Obr. 3: Desti¢ka s oznadenim minimalni inhibi¢ni koncentrace

b oo vy

3.6. Kontrola kvality vysledkii

Stejnym postupem, paralelné s testovanymi izolaty, testujeme i referenéni kmen S. pneumoniae
ATCC 49619, jehoZz hodnoty MIC se musi nachazet vrozmezi hodnot uvedenych v
dokumentech CLSI, EUCAST a CA-SFM (Tab. 2.).

3.7. Interpretace vysledki

Izolaty kategorizujeme podle tzv. klinickych breakpointti antimikrobialnich latek (EUCAST,
CLSI, CA-SFM). Breakpointy rozdé€luji izolaty na citlivé (s MIC v hodnotach ozna¢enych
zeleng), intermedialni (s MIC v hodnotach ozna¢enych modie) a rezistentni (s MIC v hodnotéch
oznacenych Cerven¢) (Tab. 3). Vétsina hodnot breakpointti z dokumenti CLSI a EUCAST je
udavana pro skupinu viridujicich streptokoki, u nékterych antimikrobik jsou udavany hodnoty
breakpointt pfimo pro S. uberis izolovaného z mastitid krav. U nékterych antimikrobik nejsou
klinické breakpointy pro S. uberis nebo viridujici streptokoky udavany, v tomto piipadé byla
kritéria citlivosti odvozena z breakpointii udavanych pro S. pneumoniae.



Tab. 3: Breakpointy antimikrobialnich latek pro Streptococcus uberis

ene | amp | amc | cerL FSEE L STR 1oy | Ery | GeN | TET | RIF | sxT
CEFQ| PIR

8 8 4 256 8 512 8 8 512 32 4 PK

4 4 2 128 4 256 4 4 256 16 2 8

2 2 1 64 2 128 2 2 128 8 1 4

1 1 0,5 32 1 64 1 1 64 4 0,5 2

0,5 0,5 0,25 16 4 4 0,5 0,5 8 2 0,25 1
0,25 0,25 0,125 8 2 2 0,25 0,25 4 1 0,125 0,5
0,125 0,125 0,06 4 1 1 0,125 0,125 2 0,5 0,06 0,25
0,06 0,06 0,03 2 0,5 0,5 0,06 0,06 1 0,25 0,03 0,125

Zdroj: EUCAST 2019; CA-SFM 2018; CLSI 2012; CLSI 2018 — VET08, M100

citlivy; intermedidlni; rezistentni

IV. Srovnani novosti postupu

Laboratofe provadéjici rutinni diagnostiku mastitidnich patogentt ze vzorkli mléka bézné
pouZivaji k identifikaci pivodct biochemické testy, stale cCastéji vyuzivaji hmotnostni
spektrometrii MALDI-TOF-MS (Matrix Asisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight-
Mass Spectrometry). S. uberis je vSak geneticky a tedy i fenotypové velmi variabilni
mikroorganizmus, biochemickymi testy Casto neni izolat jednoznaéné uréen a i MALDI muze
mit s ur¢enim netypického izolatu potize, neziidka identifikuje S. uberis pouze na jeden kiizek
(score value pod hodnotou 2).

Zatazenim metody PCR do postupu identifikace S. uberis velmi zvySime pravdépodobnost
spravné identifikace S. uberis. ProtoZe v PCR vyuzivame sekvenci specifickou pro S. uberis
Ize diky tomu identifikovat i netypické izolaty a lze jednoznac¢né odlisit S. uberis i od velmi
podobnych bakterialnich druht (S. parauberis).

Sety ke stanoveni MIC obsahuji specialné vybrane antimikrobidlni l1atky, sestavené ptimo pro
testovani S. uberis s ohledem na dostupné intramamarni/injekéni veterinarni 1é¢ivé piipravky
uréené specificky pro tuto indikaci, jejichZ Iékové formy jsou v CR registrovany a také maji
uvedena interpretac¢ni kritéria v dokumentech CLSI, EUCAST a CA-SFM, podle nichZ lze
kmeny kategorizovat na citlivé, intermediarni a rezistentni.

V soucasné dobé je k testovani rezistenci téchto specifickych veterinarnich antimikrobik
moZné vyuZit pouze omezenou nabidku setti zahrani¢ni vyroby, které vétSinou vzhledem
k zastoupeni antimikrobik ne zcela odpovidaji potiebam testovani v Ceské republice nebo
obsahuji antimikrobika a rozsah koncentraci nevhodny pro testovani mastitidnich viridujicich
streptokoktl, kam fadime S. uberis.

Vyvoj a vyroba noveho setu ke stanoveni rezistenci k antimikrobikam u S. uberis, izolovaného
ze zanétl mlécné zlazy, reaguje na aktudlni potiebu veterinarnich diagnostickych laboratofi a
nabizi feSeni problému, které mize zahrani¢nim vyrobkim konkurovat kvalitou provedeni,
originalitou a pfedev§im cenovou dostupnosti.

Postupy laboratorniho testovani S. uberis v riznych laboratotich nejsou jednotné a neposkytuji
proto relevantni vysledky pro klinickou veterinarni praxi, ani pro screening vyskytu tohoto




patogenu a jeho rezistenci v chovech v CR. V piedkladané metodice je navrzeno komplexni
harmonizované feSeni metod vzorkovani, identifikace, vySetieni a interpretace vysledka
rezistence/citlivosti S. uberis izolovanych z mastitid dojnic. Realizaci téchto metod bude
dosazena potfebna uroven vysledki sledovani a vyhodnoceni S$ifeni rezistenci
k antimikrobialnim latkdm u S. uberis, s vyznamem pro veterinarni ale i huméanni oblast.

V. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urena pro veterinarni diagnostické laboratote - certifikovand veterinarni
antibiotickd stfediska, veterinarni nebo vyzkumné laboratofe, Statni veterinarni Ustavy a
soukromé veterinarni laboratofe. Piesna identifikace puvodce je nutnd napi. k vyhodnoceni
ucinnosti vakcinace namifené proti S. uberis. Je mozné jeji uplatnéni v systému celonarodniho
monitoringu citlivosti/rezistence S. uberis k antimikrobidlnim latkdm vyhodnoceného na
zéklad¢ harmonizovanych standardnich postupti.

Spolehliva diagnosticka metoda k odhaleni ptivodce mastitidy a zjisténi jeho trovné citlivosti
K pouzivanym antimikrobikim umozni v chovech vypracovani vhodnych cilenych
ozdravnych, preventivnich a kontrolnich protimastitidnich programt pro zajiSténi vysoké
urovn¢ zdravi a pohody zvitat, k zajiSténi zdravotné nezavadného mléka a také ke snizeni
spotieby antimikrobik k terapii, vedouci k omezeni §ifeni rezistenci.

V1. Ekonomické aspekty

Diagnosticka laboratof:

U vzorki, kde se béZznymi metodami podati jasné identifikovat S. uberis jsou nédklady na
zavedeni postupt uvedenych v metodice minimalni, protoZe jejich provedeni nevyZaduje Zadne
specidlni pfistrojové vybaveni bakteriologické laboratofe, je mozné s vyuzitim béZnych
piistrojii a pomiicek (termostat, pipety) a spotfebniho materidlu.

U vzorku, kde je potieba izolat S. uberis konfirmovat metodou PCR, je nutné vybaveni
laboratofe na molekularné-biologické metody (termocykler, elektroforéza). Vétsina laboratofi
dnes jiz bézn¢ provadi PCR vySetfeni a tedy i naklady na zavedeni metody ke konfirmaci
izolatu jsou minimalni. Naklady pro laboratof, ktera jesté toto vybaveni nema4, ¢ini pfiblizné 80
— 150 tis. Toto vybaveni ma v8ak vSestranné vyuziti pii diagnostice mnoha dalSich infekci a
onemocnénti.

Ekonomicky ptinos pro laboratote bude piedstavovat zisk z provedenych vysetfeni. Vzhledem
k tomu, Ze S. uberis je v soucasné dobé jedna z nejéastéjSich pficin vzniku mastitid a jeho
infekce jsou Casto perzistentni, opakujici se, da se ocekavat velké mnozstvi vzorki a izolatl
zasilanych do diagnostickych laboratoii vhodnych k vysetieni touto certifikovanou metodikou.
Za ptredpokladu vySetteni cca 400 vzorkl ro€né na jednu laboratof, pii cené za jedno vySetieni
kolem 400-750 K¢, by se zisk 20 % z trzeb mohl pohybovat kolem 50 tis.

Chovatel:

Cena laboratorniho vySetfeni je srovnatelnd s bézné€ provadénymi vySetfenimi (tzn. identifikace
S. uberis a jeho vySetfeni citlivosti k antimikrobiktim). P#i nutnosti ovéfeni izolatu se cena
laboratorniho vySetieni navysi o cca 350 K¢ na jeden vzorek. Zachyceni izolatu S. uberis, ktery
béznymi metodami nebyl odhalen a jeho nasledné vySetieni citlivosti k antimikrobiktim,
umozni v€asnou a cilenou 1é€bu zanétu mlécné zldzy a miize zabranit pfechodu infekce do
chronicity. Zabrani také dalSimu S$ifeni patogenu a pienosu infekce na dalsi dojnice.



V kone¢ném dusledku se uzivatelim vysledku vySetieni, tedy chovatelim, sniZzi ekonomické
naklady na 1é¢bu a prevenci onemocnéni vV chovu a zvysi se trzby za prodej zdravotné
nezavadného kvalitniho mléka. Chovatel tak mtize uSetfit desitky tisic ro¢né.
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