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zemédeélsky vyzkum, Cislo projektu QJ1630210 Certifikovana kolekce
referencnich kmenU virovych a bakteridlnich patogend pro
diagnostiku vyznamnych onemocnéni skotu, prasat, ovci, koz, koni,
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1. UvoD

Kvalita sluzeb poskytovanych Sbirkou zoopatogennich mikroorganismé (CAPM) VUVelL Brno
je zavisla zejména na kvalité bakteridlnich kmenl dodavanych koncovym uZivatelim. Tyto
kmeny jsou vyuzivany predevsim v oblasti veterinarni diagnostiky a vyzkumu. Proto je pro
jejich uzivatele zcela zasadni, aby zaroven s dodanymi kmeny ziskali co nejvice Udajd, napfr. o
antigenni strukture, faktorech virulence nebo o citlivosti k antibiotikim. Podrobna
charakteristika bakteridlnich kmenld vyznamné pfispéje také ke zvysSeni biologické

bezpecnosti pfi nakladani s témito patogeny.

2. CiL METODIKY FUNKCNIHO VZORKU

Cilem metodiky funkéniho vzorku je pfiprava bakteridlnich kmen( vyznamnych pUvodcl
onemocnéni hospodarskych zvirat. Bakterialni kmeny budou opatfeny podrobnymi
informacemi o jejich vlastnostech. Fyzicky se bude jednat prevdiné o lyofilizaty ve
sklenénych ampulich. Soucasti funkcéniho vzorku je metodicky postup, specifikovany v tomto
textu, ktery vede k ziskani charakterizovanych kmenu. Vysoka kvalita distribuovanych kmenf
patogennich bakterii predstavuje vyznamné zvysSeni Urovné v diagnostice infekcnich

onemocnéni hospodarskych zvirat.
3. VLASTN{ POPIS FUNKENIHO VZORKU

3.1 PREHLED POSTUPU PRO KULTIVACI BAKTERIALNICH KMENU

Bakterie byly kultivovdny na Zivnych padach (Tabulka ¢. 1) dle internich postupt, které
nejsou soucasti funkéniho vzorku. Kultivacni média byla ve vétsiné pripad( pripravovana

ptimo na pracovisti Sbirky zoopatogennich mikroorganism( (CAPM).

Tabulka ¢. 1: Kultivace bakterii

Druh Kultiva¢ni médium

Actinobacillus pleuropneumoniae COLUMBIA BLOOD AGAR

Bacillus cereus NUTRIENT AGAR No. 2

Bordetella bronchiseptica NUTRIENT AGAR No. 2

Brachyspira hyodysenteriae BRAIN HEART INFUSION AGAR WITH BLOOD,
VL AGAR

Brucella sp. BRUCELLA AGAR WITH HORSE SERUM

Campylobacter fetus spp. COLUMBIA BLOOD AGAR, BLOOD FREE
CAMPYLOBACTER SELECTIVITY AGAR BASE




Campylobacter jejuni

COLUMBIA BLOOD AGAR, BLOOD FREE
CAMPYLOBACTER SELECTIVITY AGAR BASE

Clostridium botulinum

VL AGAR

Clostridium perfringens

VL AGAR

Erysipelothrix rhusiopathiae

BLOOD AGAR BASE No. 2

Escherichia coli

NUTRIENT AGAR No. 2

Francisella tularensis

CYSTINE HEART AGAR BASE WITH
HAEMOGLOBIN

Haemophilus parasuis

HAEMOPHILUS MEDIUM

Listeria monocytogenes

BLOOD AGAR BASE No. 2

Mannheimia haemolytica

BLOOD AGAR BASE No. 2

Mycobacterium avium

MYCOBACTERIUM MEDIUM, LOWENSTEIN-
JENSEN MEDIUM

Paenibacillus larvae

MYPGP AGAR, BLOOD AGAR BASE No. 2

Pasteurella multocida

NUTRIENT AGAR No. 2, BLOOD AGAR BASE
No. 2

Rhodococcus equi

BLOOD AGAR BASE No. 2

Salmonella enterica subsp. enterica

NUTRIENT AGAR No. 2

Staphylococcus aureus

NUTRIENT AGAR No. 2

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius

BLOOD AGAR BASE No. 2

Streptococcus sp.

BLOOD AGAR BASE No. 2

Taylorella equigenitalis

CHOCOLATE AGAR, HAEMOPHILUS MEDIUM

Yersinia enterocolitica

NUTRIENT AGAR No. 2

Yersinia pseudotuberculosis

BLOOD AGAR BASE No. 2

3.2  PREHLED POSTUPU PRO STANOVEN| BIOCHEMICKE AKTIVITY BAKTERIALNICH KMENU

Ke stanoveni biochemické aktivity v SirSim méritku a nasledné identifikaci bakteridlnich
kmen@ byly pouZity komeréné vyrabéné sestavy testl (Erba Lachema, CR; bioMérieux,
Francie; Microgen Bioproducts, Anglie) véetné celé skaly dodatkovych testll. Pokud to bylo
mozné, byl kazdy bakterialni kmen identifikovan pomoci testll od dvou rGznych vyrobcQ.
Soupravy byly pouZity doporu¢enym postupem podle instrukci vyrobce a odeditani testt bylo
provedeno manudlné. Vysledky byly vwhodnoceny pomoci programu TNW verze 7.0 (Erba
Lachema), pouzitim internetového identifikacniho programu apiweb
(https://apiweb.biomerieux.com) nebo programem MID verze 1.2.5.26 (Microgen).

Pouzité soupravy testu
Erba Lachema:
NEFERMtest 24
ANAEROtest 23
STREPTOtest 24
STAPHYtest 24
ENTEROtest 24 N

bioMérieux:
APl NH
AP| 50 CHB/E


https://apiweb.biomerieux.com/

APl 20 NE
API20E

API Campy
API20 A
API 20 Strep
API Staph
API Coryne
API Listeria
APl ZYM

Microgen Bioproducts:
Microgen Bacillus-ID
Microgen Listeria-ID

Microgen GN-ID (GN A + GN B)

Nékteré druhy bakterii nejsou do identifikacnich schémat zafazeny, napf. z dlivodu nizké
biochemické aktivity, a proto nemohly byt témito soupravami testovany. Jednalo se o kmeny
Francisella tularensis a Mycobacterium avium.

3.3 PREHLED POSTUPU PRO IDENTIFIKACI BAKTERIALNICH KMENU METODOU MALDI-TOF MS

Metoda MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry: hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s
praletovym analyzatorem) byla v nedavné dobé zavedena do rutinni mikrobiologické
diagnostiky. Metodou lze identifikovat mikroorganismy (bakterie, kvasinky a plisné) nejen
dle rodu, ale také na druhové urovni a v nékterych pfipadech i na drovni poddruhd. Proces
identifikace je zaloZen na analyze ribosomalnich a dalSich proteini obsazenych v burnce.
Peptidy a bilkoviny jsou touto metodou analyzovany prostfednictvim detekce vzniklych
iontd, které jsou v praletovém analyzatoru separovany na zakladé poméru m/z
(hmotnost/naboj). Ziskané hmotnostni spektrum, vtomto pfipadé proteinovy profil
analyzovaného mikroorganismu, je pomoci specifického softwaru porovnan s databazi
proteinovych profill referenénich kmen mikroorganismd obsazenych v knihovné spekter.
Vystupem srovnavaciho algoritmu je identifikace mikroorganismu s pfifazenou hodnotou
skdre, ktera vyjadfuje miru shody ziskaného a referenéniho proteinového profilu.

K identifikaci bakterii pomoci MALDI-TOF MS analyzy byly pouzity cerstvé narostlé
bakteridlni kultury. Pro zajisténi kvalitnich vysledkd byly vzorky pfipraveny extrakénimi
metodami dle manualu spole¢nosti Bruker (extrakce pomoci kyseliny trifluoroctové byla
pouzita u sporulatl a extrakce pomoci ethanolu, kyseliny mravendi a acetonitrilu u ostatnich
bakterii, u mykobakterii navic s pouzitim silikonovych kulicek). U vysoce patogennich
mikroorganism(l zafazenych do rizikové skupiny 3 predchazela extrakci tepelnd inaktivace
bakteridlni kultury. Pfipravené vzorky byly naneseny na spoty kovové desky (1 ul). Ve
stejném objemu byl nanesen proteinovy standard Bruker Bacterial Test Standard (Bruker
Daltonics, Némecko), ktery se pouziva pro kalibraci pfistroje pred za¢dtkem méreni. Zaschlé
vzorky véetné proteinového standardu byly prekryty matricovym roztokem (1 pl HCCA) a
ponechany na vzduchu, aby matrice zkrystalizovala. ldentifikace byla provedena pomoci
hmotnostniho spektrometru Autoflex speed MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Némecko) a



komerénimi databazemi MALDI Biotyper (Compass Library a Security Relevant Library verze
1.0, Bruker Daltonics, Némecko).

3.4 PREHLED POSTUPU PRO STANOVENI CITLIVOSTI BAKTERIALNICH KMENU K ANTIMIKROBIALNIM LATKAM

Jako antimikrobialni Iatky (AML) se oznacuji l1é¢iva pouZivana k profylaxi Ci terapii infekénich
onemocnéni. Rezistence mikroorganismi k AML je dnes celosvétové jednim z nejvétSich
problému nejen v humanni, ale i veterinarni praxi.

Citlivost/rezistence vybranych bakteridlnich kmenU k AML byla stanovena diskovou difuzni
metodou a/nebo mikrodiluéni metodou, kterou byly stanoveny minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) vybranych antimikrobidlnich latek.

Diskova difuzni metoda byla pouzita pro vysSetfeni citlivosti k antimikrobidlnim latkdam u
kmenU Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica a
Staphylococcus aureus. Vyhodnoceni bylo provedeno dle kritérii Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2017) a Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-
SFM, 2017).

Hodnoty MIC jednotlivych antimikrobialnich latek bakteridlnich kmen( byly stanoveny
pomoci originalnich setl vyrobenych pfimo ve Vyzkumném ustavu veterinarniho lékarstvi,
v.v.i. Zastoupeni AML v jednotlivych setech bylo zvoleno podle druhu vysSetfovanych
patogend (G-, G+ nebo VSP - veterinarné specificky patogen). Vyhodnoceni odectenych
hodnot MIC bylo provedeno dle kritérii CLSI (2015a, b), EUCAST (2016) a CA-SFM (2014).

3.5 PREHLED DALSICH POSTUPU SPECIFICKYCH PRO CHARAKTERIZACI POUZE NEKTERYCH BAKTERIALNICH
KMENU

3.5.1 KMENY CAMPYLOBACTER JEJUNI

Pri genotypové charakterizaci kmenl Campylobacter jejuni byla pouZita metoda MLST
(Multilocus Sequence Typing) pro sledovani jejich fylogenetické pribuznosti (Dingle et al.,
2001).

3.5.2 KMENY CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Metoda multiplex PCR byla pouZita pro stanoveni gen( (cpa, cpb, cpe, etx, iap, cpb2)
zodpovédnych za produkci toxin (Baums et al., 2004).

3.5.3  KMENY ESCHERICHIA COLI

Sérotypizace metodou pomalé aglutinace
U izolath Escherichia coli byla provedena typizace somatického O-antigenu pomalou
aglutinaci s fadou 70 rGznych O-antisér (Salajka et al., 1992).

Metody detekce EPEC, STEC a ETEC kmenu

Byla sledovana pritomnost genli pro produkci termostabilnich (STa) a termolabilnich
enterotoxint (LT), Shiga toxind 1 a 2 a vybrané adherencni faktory (Paton et al.,, 1998;
Scheutz et al., 2012; Alexa et al., 1997).



U kmenl pochazejicich z dribeze a clovéka byla sledovana metodou PCR pritomnost
souboru gentl iroN, ompT, hlyF, iss a iutA, které se vyskytuji u E. coli vysoce patogennich pro
driibez (APEC) (Johnsona et al., 2008).

3.5.4 KMENY LISTERIA MONOCYTOGENES

Sérotypizace

Sérotyp byl ur¢en metodou sklickové aglutinace za pouziti komeréné dostupnych antisér
(Denka Seiken, Japonsko) v kombinaci s metodou multiplex PCR (Doumith et al., 2004) s
pouzitim PPP polymerdzy (Top-Bio, CR) a primerd syntetizovanych firmou Generi Biotech
(CR).

3.5.5 KMENY SALMONELLA ENTERICA

Sérotypizace

Sérotyp byl uréen metodu sklickové aglutinace se somatickymi a bi¢ikovymi antiséry (BioRad,
Francie; SSI Diagnostica, Ddansko; Denka Seiken, Japonsko). Antigenni schéma bylo
vyhodnoceno dle dokumentu Grimont et al., 2007.

Fagova typizace
U kmenQ sérotypu Enteritidis a Typhimurium byla provedena fagova typizace podle
protokolu HPA Colindale Londyn (Anderson et al., 1977; Ward et al., 1987).

3.5.6 KMENY STAPHYLOCOCCUS AUREUS

K druhové konfirmaci byla vyuzita metoda polymerazové retézové reakce (PCR) zaloZzend na
detekci fragmentu SA 442 specifického pro bakterie S. aureus o velikosti 108 bp (Martineau
et al.,, 1998). Vsechny izolaty uréené jako S. aureus byly metodou PCR testovany na
pritomnost genu mecA zodpovédného za rezistenci k meticilinu (Oliveira and Lencastre,
2002). U kmene MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus) nesouciho gen mecA
byla ddle metodou PCR sledovana pfislusnost kmene k sekvenacnimu typu ST398 (van
Wamel et al., 2010). Detekce polymorfism{ v oblasti X genu pro protein A (spa typizace) u
kmene MRSA byla provedena podle metody uvedené na Ridom SpaServer
(http://www.spaserver.ridom.de/).

Charakteristika vsech izolatd S. aureus byla provedena na zakladé PCR detekce genl sea az
sej kdduijicich prislusné enterotoxiny (Monday and Bohach, 1999; Lgvseth et al., 2004), genu
tst kddujiciho toxin syndromu toxického Soku (Mehrotra et al., 2000), genu pv/ kédujiciho
Pantonlv-Valentin(v leukocidin (Lina et al., 1999) a dale genu eta a etb kddujicich exfoliatiny
typu ETA a ETB (Hososaka et al., 2007).

3.5.7 KMENY STREPTOCOCCUS SP.

K uréeni sérologickych skupin A, B, C, G a F B-hemolytickych streptokok( byla pouZita
latexaglutina¢ni diagnosticka souprava ITEST STREPTO GROUP (ltest plus, CR).

3.5.8 KMENY YERSINIA ENTEROCOLITICA



Sérotyp byl uréen metodu sklickové aglutinace za pouziti komeréné dostupnych antisér (ltest plus, CR
a Denka Seiken, Japonsko).

3.6 PREHLED PROVEDENE CHARAKTERIZACE BAKTERIALNICH KMENU

Actinobacillus pleuropneumoniae CAPM 5869

Identifikace: biochemickou soupravou APl NH a pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni citlivosti k antibiotikdm: kmen citlivy k ampicilinu, ceftiofuru, tulathromycinu,
tilmikosinu, tiamulinu, enrofloxacinu, florfenikolu, doxycyklinu a tildipirosinu; intermediarni
k penicilinu a tetracyklinu; rezistentni ke spektinomycinu

Actinobacillus pleuropneumoniae CAPM 5870

Identifikace: biochemickou soupravou APl NH a pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni citlivosti k antibiotikdm: kmen citlivy k ampicilinu, ceftiofuru, tulathromycinu,
tilmikosinu, tiamulinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu, doxycyklinu a tildipirosinu;
intermediarni k penicilinu; rezistentni ke spektinomycinu

Bacillus cereus CAPM 5631
Identifikace: biochemickymi soupravami Microgen Bacillus-ID, API 50 CHB/E a pomoci
MALDI-TOF MS

Bordetella bronchiseptica CAPM 5956

Identifikace: biochemickymi soupravami NEFERMtest 24, APl 20 NE a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k tulathromycinu, tilmikosinu, tetracyklinu,
florfenikolu, doxycyklinu a tildipirosinu; intermediarni k enrofloxacinu; rezistentni k
penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru, tiamulinu a spektinomycinu

Bordetella bronchiseptica CAPM 6082

Identifikace: biochemickymi soupravami NEFERMtest 24, APl 20 NE a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k tulathromycinu, tetracyklinu,
enrofloxacinu, spektinomycinu a doxycyklinu; rezistentni k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tilmikosinu, tiamulinu, florfenikolu a tildipirosinu

Brachyspira hyodysenteriae CAPM 6063
Identifikace: pomoci PCR s druhoveé specifickymi primery (Atyeo et al., 1999) a na zakladé
celogenomové sekvenace

Brachyspira hyodysenteriae CAPM 6163
Identifikace: pomoci PCR s druhové specifickymi primery (Atyeo et al., 1999) a na zakladé
celogenomové sekvenace

Brucella melitensis CAPM 5659
Identifikace: biochemickou soupravou API 20 E (pouze rodova identifikace) a pomoci MALDI-
TOF MS

Campylobacter fetus subsp. fetus CAPM 5682
Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS



Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k erytromycinu

Campylobacter fetus subsp. fetus CAPM 5683
Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k erytromycinu

Campylobacter fetus subsp. venerealis CAPM 5681
Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k erytromycinu

Campylobacter fetus subsp. venerealis CAPM 5994
Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k erytromycinu

Campylobacter jejuni CAPM 6314

Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS

Urcéeni poddruhu metodou multiplex PCR (Miller et al., 2007): Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

Typizace metodou MLST: sekvenacni typ 4163, klondlni komplex 692

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k amoxicilinu/kyseliné klavulanové,
gentamycinu, erytromycinu a ciprofloxacinu, rezistentni k ampicilinu a tetracyklinu

Campylobacter jejuni CAPM 6318

Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS

Urcéeni poddruhu metodou multiplex PCR (Miller et al., 2007): Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

Typizace metodou MLST: novy sekvenacni typ

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k amoxicilinu/kyseliné klavulanové,
gentamycinu, erytromycinu, ciprofloxacinu a tetracyklinu, intermediarni k ampicilinu

Campylobacter jejuni CAPM 6368

Identifikace: biochemickou soupravou APl Campy a pomoci MALDI-TOF MS

Urceni poddruhu metodou multiplex PCR (Miller et al., 2007): Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

Typizace metodou MLST: sekvenacni typ 22, klonalni komplex 22

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, amoxicilinu/kyseliné
klavulanové, gentamycinu, erytromycinu, ciprofloxacinu a tetracyklinu

Clostridium botulinum CAPM 5950
Identifikace: biochemickymi soupravami ANAEROtest 23, API 20 A a pomoci MALDI-TOF MS

Clostridium perfringens CAPM 5744
Identifikace: biochemickymi soupravami ANAEROtest 23, API 20 A a pomoci MALDI-TOF MS
Detekce genl pro produkci toxinG: cpa +, cpb2 + (typ A), cpb -, cpe -, etx -, iap -

Clostridium perfringens CAPM 5872
Identifikace: biochemickymi soupravami ANAEROtest 23, APl 20 A a pomoci MALDI-TOF MS



Detekce gen( pro produkci toxinG: cpa + (typ A), cpb -, cpe -, etx -, iap -, cpb?2 -

Erysipelothrix rhusiopathiae CAPM 5014
Identifikace: biochemickou soupravou APl Coryne a pomoci MALDI-TOF MS

Erysipelothrix rhusiopathiae CAPM 5073
Identifikace: biochemickou soupravou APl Coryne a pomoci MALDI-TOF MS

Escherichia coli CAPM 5933

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, API 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Sérotypizace (urceni O-antigenu): 0157

Detekce genl pro enterotoxiny, Shiga toxiny a vybrané adheziny: LT +, F4

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, cefotaximu, ceftiofuru,
cefchinomu, cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, kolistinu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu,
gentamicinu a amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Escherichia coli CAPM 6101

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, APl 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Sérotypizace (urceni O-antigenu): O1

Detekce genl pro enterotoxiny, Shiga toxiny a vybrané adheziny: -

Detekce gen( vyskytujicich se u APEC kmenU: iroN +, ompT +, hlyF +, iss +, iutA + (APEC +)
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, cefotaximu, ceftiofuru,
cefchinomu, cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, kolistinu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu,
gentamicinu a amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Escherichia coli CAPM 6417

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, APl 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Sérotypizace (urceni O-antigenu): 02

Detekce genl pro enterotoxiny, Shiga toxiny a vybrané adheziny: -

Detekce gen( vyskytujicich se u APEC kmen(: iroN +, ompT +, hlyF +, iss +, iutA + (APEC +)
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, cefotaximu, ceftiofuru,
cefchinomu, cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, kolistinu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu,
gentamicinu a amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Francisella tularensis CAPM 5151

Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS

Urceni poddruhu metodou PCR (Broekhuijsen et al., 2003): Francisella tularensis subsp.
holarctica

Francisella tularensis CAPM 5600

Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS

Urcéeni poddruhu metodou PCR (Broekhuijsen et al., 2003): Francisella tularensis subsp.
tularensis
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Haemophilus parasuis CAPM 5751
Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni biochemickych vlastnosti: biochemickou soupravou API NH

Haemophilus parasuis CAPM 6276

Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni biochemickych vlastnosti: biochemickou soupravou API NH

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tiamulinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
spektinomycinu, doxycyklinu a tildipirosinu

Listeria monocytogenes CAPM 5168

Identifikace: biochemickymi soupravami Microgen Listeria-ID, API Listeria a pomoci MALDI-
TOF MS

Sérotypizace: sérotyp 1/2a

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k penicilinu, gentamicinu, meropenemu,
tetracyklinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu a ampicilinu, rezistentni k erytromycinu

Listeria monocytogenes CAPM 5580

Identifikace: biochemickymi soupravami Microgen Listeria-ID, API Listeria a pomoci MALDI-
TOF MS

Sérotypizace: sérotyp 4b

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k penicilinu, erytromycinu, gentamicinu,
meropenemu, tetracyklinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu a ampicilinu

Mannheimia haemolytica CAPM 5141

Identifikace: biochemickymi soupravami Microgen GN-ID (GN A+GN B), API 20 NE, API 20 E a
pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu, spektinomycinu,
doxycyklinu, tildipirosinu a gamithromycinu

Mannheimia haemolytica CAPM 6174

Identifikace: biochemickymi soupravami Microgen GN-ID (GN A+GN B), APl 20 NE, API 20 E a
pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu, spektinomycinu,
doxycyklinu, tildipirosinu a gamithromycinu

Mycobacterium avium CAPM 5889
Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS

Paenibacillus larvae CAPM 5680
Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni biochemickych vlastnosti: biochemickou soupravou APl 50 CHB/E

Paenibacillus larvae CAPM 5875
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Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni biochemickych vlastnosti: biochemickou soupravou APl 50 CHB/E

Pasteurella multocida CAPM 6077

Identifikace: biochemickymi soupravami API 20 NE, API 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tiamulinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
spektinomycinu, doxycyklinu a tildipirosinu

Pasteurella multocida CAPM 6431

Identifikace: biochemickymi soupravami APl 20 NE, API 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tiamulinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
spektinomycinu, doxycyklinu a tildipirosinu

Rhodococcus equi CAPM 6281
Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni biochemickych vlastnosti: biochemickou soupravou API Coryne

Rhodococcus equi CAPM 6312
Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni biochemickych vlastnosti: biochemickou soupravou API Coryne

Salmonella enterica subsp. enterica CAPM 5456

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, APl 20 E a pouze rodova ID
pomoci MALDI-TOF MS

Sérotypizace: sérovar Enteritidis s antigenni strukturou 1,9,12:g,m:-

Fagova typizace: fagovy typ 4b

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k cefotaximu, ceftiofuru, cefchinomu,
cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu,
kolistinu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu a gentamicinu; rezistentni k ampicilinu a
amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Salmonella enterica subsp. enterica CAPM 6324

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, API 20 E a pouze rodova ID
pomoci MALDI-TOF MS

Sérotypizace: sérovar Typhimurium s antigenni strukturou 1,4,[5],12:i:1,2

Fagova typizace: fagovy typ DT141

Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, cefotaximu, ceftiofuru,
cefchinomu, cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, kolistinu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu,
gentamicinu a amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Staphylococcus aureus CAPM 5970

Identifikace: biochemickymi soupravami STAPHYtest 24 (uréen i poddruh - S. aureus subsp.
aureus), APl Staph a pomoci MALDI-TOF MS
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Ovéreni druhové identifikace metodou PCR: detekce DNA fragmentu SA 442 specifického pro
S. aureus

Detekce genu rezistence k methicilinu: mecA -

Detekce genl kddujicich enterotoxiny (sea - sej): sec +, ostatni -

Detekce dalsich genl kdédujicich produkci toxinG: pvl -, eta - a etb -, tst -

Stanoveni citlivosti k antibiotikdm: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, gentamicinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, enrofloxacinu, florfenikolu,
rifampicinu, cefoxitinu a oxacilinu; rezistentni k tetracyklinu

Staphylococcus aureus CAPM 6565

Identifikace: biochemickymi soupravami STAPHYtest 24 (uréen i poddruh - S. aureus subsp.
aureus), APl Staph a pomoci MALDI-TOF MS

Ovéreni druhové identifikace metodou PCR: detekce DNA fragmentu SA 442 specifického pro
S. aureus

Detekce genu rezistence k methicilinu: mecA + (MRSA kmen)

Stanoveni sekvenacniho typu: ST398

Spa typizace: spa typ t011

Detekce genl kddujicich enterotoxiny (sea - sej): sea az sej -

Detekce dalsich genl kédujicich produkci toxinG: pv/ -, eta - a etb -, tst -

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k erytromycinu, klindamycinu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, florfenikolu a rifampicinu; rezistentni k penicilinu,
ceftiofuru, gentamicinu, enrofloxacinu, tetracyklinu, cefoxitinu a oxacilinu

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius CAPM 6559

Identifikace: biochemickymi soupravami STAPHYtest 24 (potvrzeno zarazeni do poddruhu),
API| Staph a pomoci MALDI-TOF MS

Ovéreni druhové identifikace metodou PCR: detekce DNA fragmentu SA 442 specifického pro
S. aureus

Detekce genu rezistence k methicilinu: mecA -

Detekce genl kddujicich enterotoxiny (sea - sej): sea az sej -

Detekce dalsich genl kdédujicich produkci toxinG: pvl -, eta - a etb -, tst -

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k ceftiofuru, erytromycinu, klindamycinu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, enrofloxacinu, tetracyklinu, florfenikolu, rifampicinu,
cefoxitinu a oxacilinu; rezistentni k penicilinu a gentamicinu

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius CAPM 6566

Identifikace: biochemickymi soupravami STAPHYtest 24 (potvrzeno zafazeni do poddruhu),
API Staph a pomoci MALDI-TOF MS

Ovéreni druhové identifikace metodou PCR: detekce DNA fragmentu SA 442 specifického pro
S. aureus

Detekce genu rezistence k methicilinu: mecA -

Detekce genl kddujicich enterotoxiny (sea - sej): sea az sej -

Detekce dalsich genl kdédujicich produkci toxinG: pvl -, eta - a etb -, tst -

Stanoveni citlivosti k antibiotikdm: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, enrofloxacinu, tetracyklinu, florfenikolu,
rifampicinu, cefoxitinu a oxacilinu; rezistentni ke gentamicinu
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Streptococcus agalactiae CAPM 5534

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep a pomoci MALDI-TOF
MS

Urceni sérologické skupiny: skupina B

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, tetracyklinu, florfenikolu a rifampicinu

Streptococcus agalactiae CAPM 5668

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep a pomoci MALDI-TOF
MS

Urceni sérologické skupiny: skupina B

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, tetracyklinu, florfenikolu a rifampicinu

Streptococcus dysgalactiae CAPM 5495

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep (v obou pfipadech
urcen i poddruh - S. dysgalactiae subsp. equisimilis) a pomoci MALDI-TOF MS

Urceni sérologické skupiny: skupina C

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, florfenikolu a rifampicinu; rezistentni k
tetracyklinu

Streptococcus dysgalactiae CAPM 5548

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, APl 20 Strep (v obou pripadech
urcen i poddruh - S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae) a pomoci MALDI-TOF MS

Ovéreni druhové identifikace metodou PCR (Riffon et al., 2001): detekce specifického
fragmentu o velikosti 281 bp

Urceni sérologické skupiny: skupina C

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu a florfenikolu; intermediarni k tetracyklinu a
rifampicinu

Streptococcus equi subsp. equi CAPM 5532

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep a pomoci MALDI-TOF
MS (ve vSech pripadech potvrzeno zatazeni do poddruhu)

Urceni sérologické skupiny: skupina C

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, tetracyklinu, florfenikolu a rifampicinu

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus CAPM 5497

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep a pomoci MALDI-TOF
MS (ve vSech pripadech potvrzeno zatazeni do poddruhu)

Urceni sérologické skupiny: skupina C

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ceftiofuru, erytromycinu,
klindamycinu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, florfenikolu a rifampicinu; intermediarni k
tetracyklinu
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Streptococcus suis CAPM 6294

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep a pomoci MALDI-TOF
MS

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tiamulinu, enrofloxacinu, florfenikolu, spektinomycinu,
doxycyklinu a tildipirosinu; rezistentni k tetracyklinu

Streptococcus suis CAPM 6295

Identifikace: biochemickymi soupravami STREPTOtest 24, API 20 Strep a pomoci MALDI-TOF
MS

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k penicilinu, ampicilinu, ceftiofuru,
tulathromycinu, tilmikosinu, tiamulinu, enrofloxacinu, florfenikolu a spektinomycinu;
rezistentni k tetracyklinu, doxycyklinu a tildipirosinu

Taylorella equigenitalis CAPM 6344
Identifikace: pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni enzymatické aktivity: soupravou APl ZYM

Yersinia enterocolitica CAPM 5672

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, Microgen GN-ID (GN A+GN B),
API 20 E a pomoci MALDI-TOF MS

Sérotypizace: sérotyp O:3

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k cefotaximu, ceftiofuru, cefchinomu,
tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, kolistinu,
marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu a gentamicinu; rezistentni k ampicilinu, cefalotinu
a amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Yersinia enterocolitica CAPM 6154

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, Microgen GN-ID (GN A+GN B),
API 20 E a pomoci MALDI-TOF MS

Sérotypizace: sérotyp O:3

Stanoveni citlivosti k antibiotikiim: kmen citlivy k cefotaximu, ceftiofuru, cefchinomu,
tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu, trimethoprimu/sulfamethoxazolu, kolistinu,
marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu a gentamicinu; rezistentni k ampicilinu, cefalotinu
a amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou

Yersinia pseudotuberculosis CAPM 5763

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, APl 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, cefotaximu, ceftiofuru,
cefchinomu, cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
trimethoprimu/sulfamethoxazolu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu, gentamicinu a
amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou; rezistentni ke kolistinu

Yersinia pseudotuberculosis CAPM 6153

Identifikace: biochemickymi soupravami ENTEROtest 24 N, APl 20 E a pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni citlivosti k antibiotikim: kmen citlivy k ampicilinu, cefotaximu, ceftiofuru,
cefchinomu, cefalotinu, tetracyklinu, enrofloxacinu, florfenikolu,
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trimethoprimu/sulfamethoxazolu, marbofloxacinu, apramycinu, doxycyklinu, gentamicinu a
amoxicilinu v kombinaci s kyselinou klavulanovou; rezistentni ke kolistinu
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4, SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

U nové pfripravenych sarzi sbirkovych kmen( se doposud rutinné neprovaddély uvedené
postupy pro jejich charakterizaci, s vyjimkou stanoveni biochemické aktivity u nékterych
druh( bakteri.

VyuZiti navrzenych postupl vyrazné zkvalitni sluzby poskytované Sbirkou zoopatogennich

mikroorganism@ (CAPM) VUVel Brno.

5. UPLATNEN{ FUNKENIHO VZORKU
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Funkéni vzorek je na pracovisti autorll zaveden. Vyznam uplatnéni funkéniho vzorku spociva
ve zlepseni postupl pripravy novych sarzi bakteridlnich kmend deponovanych na Sbirce

zoopatogennich mikroorganismd (CAPM) VUVel Brno.

6. EKONOMICKE ASPEKTY
V soucasné dobé neni mozni ekonomické aspekty funkéniho vzorku urcit.
7.  DEDIKACE

Funkéni vzorek byl vytvoren v ramci projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum, Cislo

projektu QJ1630210.
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