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)] Cil metodiky

Cilem metodiky je vypracovani doporu¢enych harmonizovanych metod vzorkovani, vySetieni
a interpretace vysledkli rezistence/citlivosti a nasledné 1éCby pro onemocnéni prasat
zpusobenych bakteriemi Streptococcus suis. Uplatnéni doporu¢enych postupti v praxi prispéje
nejen ke snizeni ekonomickych néklada chovateli z divodu G¢innych opatieni proti vzplanuti
onemocnéni nebo zvoleni ucinné 1€cby v pripad€, ze onemocnéni v chovu jiz propuklo, ale
také povede Kplnéni cild Narodniho antibiotického programu CR v oblasti uvazlivého
pouzivani antibiotik a predchazeni nebo omezeni Sifeni rezistenci bakteridlnich populaci k

antibiotikum.

) Vlastni popis metodiky

Predkladana metodika ptedstavuje komplexni postup pro diagnostiku, 1é¢bu a prevenci infekci
prasat zpusobenych S. suis od odbéru klinickych vzorkli znemocnych prasat
k bakteriologickému vySetieni a stanoveni citlivosti/rezistence izolatt S. suis K antibiotiktim,
az po interpretaci vysledkdi a z ni vychazejici naslednou doporucenou 1écbu antibiotiky.

Zabyva se také moznostmi prevence vzniku onemocnéni.

Onemocnéni zpusobena S. SuiS jsou v soucasnosti celosvétové jednim z nejvétSich
ekonomickych problémi v chovech prasat. Ackoli je S. suis primarné povazovan za pivodce
infekci prasat, stale Castéji je identifikovan jako zoonoticky agens odpovédny za zdvazné
infekce v humanni medicing. Ptipady infekce u lidi jsou vSak spiSe sporadické a jsou obvykle
zpusobeny pfenosem S. SuiS z kontaminovanych zvifat nebo produkt z vepfového masa na

¢lovéka, bud’ koznimi 1ézemi, nebo oralni cestou (Goyette-Desjardins a kol. 2014).

Za nejcastéjsi a nejvyznamnéjs$i klinické projevy onemocnéni u prasat jsou povazovany
meningitida a septikémie, ale S. suis muze také zpusobit napiiklad endokarditidu, pneumonii,
artritidu, polyserositidu nebo vaginitidu. K 1é¢bé infekci S. suis se pouzivaji antibiotika
(Staats a kol. 1997). Vzhledem k tomu, ze ptiznaky onemocnéni prasat zptisobenych S. suis
nemaji jednotné a charakteristické klinické symptomy, je nutné vzdy pted zahijenim 1écby
peclivé a presné identifikovat piivodce onemocnéni, aby ndsledna antibiotickd 1é¢ba byla

ucinna (Verela a kol. 2013; Devi a kol. 2017; Yongkiettrakoul a kol. 2019). Nevhodné nebo



nedbalé pouzivani antimikrobidlnich latek k 1é¢b¢ infekci jak v humanni, tak 1 ve veterinarni
mediciné muze vést k rozvoji a Sifeni rezistence ptivodcti onemocnéni k antibiotikiim, coz se
v poslednich letech stalo celosvétovym problémem. Rezistence k antibiotikim vyznamné
zvysuji riziko terapeutického selhani. Z toho diivodu je v soucasnosti mnoha ndrodnimi a
mezinarodnimi politickymi programy podporovan monitoring antibiotickych rezistenci. Pro
sledovani antibiotickych rezistenci je za metodu zlatého standardu povazovano stanoveni

minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) antibiotik (El Garch a kol. 2016).

Kmeny S. suis nejsou antigenné jednotné. Na zakladé rozdilti definovanych u kapsularnich
polysacharidi (CPS) bylo postupné popsano 35 raznych sérotypu (1-34 a 1/2) (Perch a kol.
1983; Gottschalk a kol. 1989; Gottschalk a kol. 1991; Higgins a kol. 1995). Nékteré sérotypy
byly pozdé&ji na zéklad¢€ jejich genomové analyzy klasifikovany jako jiné bakterialni druhy.
Proto v soucasné dob¢ rozliSujeme pouze 29 sérotypu S. suis. Puvodni sérotypy 20, 22, 26,
32, 33 a 34 jsou bud’ oznacovany jako jiny druh nebo diive jako S. suis-like kmeny (Okura a
kol. 2014).

Za zlaty standard pro sérotypizaci jsou stdle povazovany sérologické metody — aglutinacni
nebo koaglutinacni testy s pouzitim sérotypové specifickych antisér a pivodné se pouzivaly i
pro sérotypizaci S. suis. Postupem casu byly vyvinuty sérotypiza¢ni metody PCR zalozené na
detekci genli kodujicich produkei CPS jednotlivych sérotypii, aby se usnadnilo urceni 29
sérotypti u S. suis. Sérotypy 2 a 1/2 vSak, podobné jako sérotypy 1 a 14, nelze od sebe
jednoznaéné odliSit, protoze pii sérologickém stanoveni 1 pii provadéni specifickych
sérotypizaCnich PCR vzajemné zktiZené reaguji. Rozlisit tyto zkifiZzené reagujici sérotypy je
vSak velmi dualezité, protoze praveé sérotypy 2 a 14 jsou spojeny s lidskym onemocnénim.
Doposud jedinou dostupnou metodou, kterd dokaze odliSit tyto sérotypy diky pfitomnosti
polymorfismu v genu cpsK bylo celogenomové sekvenovani (Athey a kol. 2016). Bohuzel,
tato metoda neni vhodna pro rutinni testovani, protoze je narocna na vybaveni a je pomérné
drahd. Neddvno byla na Vyzkumném ustavu veterindrniho lékafstvi v Brné vyvinuta
jednoducha a rychla metoda PCR-RFLP pro odliseni sérotypu 2 S. suis od sérotypu 1/2 a
sérotypu 1 od sérotypu 14, kterd je vhodna i pro rutinni diagnostiku (certifikovana metodika

Matiasovic a kol. 2020; publikace Matiasovic a kol. 2020).



Ila) Epidemiologie, patogeneze

Prevalence morbidity a mortality infekci S. suis v chovech prasat je v ruznych chovech
odli$nd. Morbidita onemocnéni mize byt méné nez 1 % nebo prevysuje az 50 %, ale obvykle
se pohybuje kolem 5 %. Ve vétsin¢ piipadl se infekce projevi jen u nékterych zvitat v chovu
a trva nékolik tydnii. Pokud je vcas zahdjena G¢inna 1écba, dochdzi k thynim postizenych
zvitat jen zfidka, ale pokud jsou zvifata nelécend, mize se mortalita onemocnéni pohybovat
az kolem 20 %. V¢étSinou se infekce objevuje u selat po odstavu, ve véku 4 az 12 tydnd,

nejcastéji kolem 6. tydne, ale mize postihnout prasata ve vSech vékovych kategoriich.

Zdrojem infekce v chovu jsou obvykle prasnice. S. suis piitomny v déloze nebo v pochvé
biezich prasnic miize kolonizovat selata pfed porodem, v pritbéhu porodu nebo té€sn¢ po ném.
Po porodu jsou selata kratce chranéna matefskymi protilatkami, a proto se infekce vétSinou
projevi az po odstavu vlivem stresovych faktorti ptisobicich na selata v tomto obdobi. Pasivné
chranéna selata také v dob¢ odstavu pusobi jako zdroj infekce pro selata od zdravych matek.
S. suis je pfitomen ve stajovém prostiedi, nachazi se ve vykalech infikovanych zvifat, ale
muze kontaminovat i vodu nebo prach. U selat po odstavu se infekce piendsi nasalni nebo
oralni cestou. K rozvoji onemocnéni S. suis, stejné jako u mnoha dalsich bakterialnich infekci,
dochazi po predchozi kolonizaci zvitat vlivem riznych predispozi¢nich stresovych faktort,
jako jsou Spatné zoohygienické podminky v chovu, Spatna ventilace, pfesuny a transport
zvifat, nahlé zmény pocasi a mnohé dalsi. Pfenos infekce mezi chovy probihd vétSinou
prostfednictvim kontaminovanych predmétii, obleceni a pomicek pracovniki, ktefi pfisli do
styku s nemocnymi, ale i zdravymi zvifaty. Jako vektor mohou ptisobit hmyz nebo hlodavci, i
kdyz pravdépodobnost tohoto pienosu neni vysoka. V ohniscich ndkazy S.suis se Casto
objevuji koinfekce virem praseciho reprodukéniho a respiraéniho syndromu prasat nebo

jinych virovych ¢i1 bakterialnich patogend.

11 b) Klinické pFiznaky a postmortalni nalezy

Klinické ptiznaky infekce S. suis se obvykle 1isi v zavislosti na patogenezi onemocnéni
(Staats a kol. 1997). V perakutnim stadiu onemocnéni mize nastat nahly uhyn bez zjevnych
klinickych ptiznakd, v akutni fazi onemocnéni jsou klinické ptiznaky zprvu nespecifické,

vysokou horecku provazi deprese, nechutenstvi a malédtnost. Pozd¢ji mizeme podle mista



manifestace infekce pozorovat ataxii, nekoordinovanost pohybt, tfes, opistotonus, slepotu,
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1

ztratu sluchu, ,,padlovani koncetinami, kiece nebo ochrnuti v pfipadé postizeni CNS
(nejCastéjSim projevem onemocnéni jsou meningitidy), duSnost u piipadi endokarditid
(Castéji u starSich vékovych kategorii zvifat), kulhani nebo neochotu k pohybu u artritid, u
biezich prasnic miize dojit k potratim. Nékdy miizeme pozorovat 1 ztizené dychéani, cyanozu
nebo jiné respira¢ni potize, které obvykle provazeji pneumonie, ale role S. suis jako
primarniho pivodce pneumonii bez spoluptisobeni jiného infekéniho agens dosud nebyla
potvrzena. Akutni stddium onemocnéni mize koncit thynem (v piipad€ neexistujici nebo
Spatné 1é¢by je mortalita az 20 %), uzdravenim nemocnych zvifat nebo mize pfejit
V chronickou formu onemocnéni, projevujici se predev§im pohybovymi obtizemi,
nechutenstvim, ale i respiratnimi komplikacemi. V nékterych pifipadech mize dojit i

k vymizeni klinickych pfiznakt a z pivodné nemocnych zvifat se stanou subklini¢ti nosici.

Nalezy pfti pitvé odpovidaji mistu klinické manifestace a priabéhu infekce. V piipadech
meningitid nachdzime zanétlivé zmény na mozku, prokrveni mozkovych cév nebo pritomnost
purulentniho exsudatu, artrididy provazi zmnozeni a zakaleni kloubni tekutiny v postizenych
kloubech. Pokud je onemocnéni celkové, nachidzime makroskopické 1éze na wvnitinich
organech (plice, jatra, slezina), pfitomnost purulentniho exsudatu v dutiné¢ hrudni i bfisni,
ktery je pozdé&ji organizovan ve fibrin. Diferencidlné diagnosticky je tfeba odlisit predevsim
Glasserovu chorobu, kterou zpisobuje Glaesserella parasuis s velmi podobnymi patologicko-

anatomickymi projevy.

I1c) Odbér vzorku k laboratornimu vySeti-eni

Odbér klinickych vzorkl se provadi in vivo nebo post mortem. Misto odbéru vzorkd je
zvoleno podle klinickych ptiznakii onemocnéni. In vivo je mozné provést u respira¢nich obtizi
nasalni vytér, ptipadné vytér dutiny ustni a mandli, u enteralnich ptiznakl se odebiraji vzorky
trusu nebo rektalni vytéry. V piipadé dermatitid stirime postiZené misto. Post mortem se
odebiraji zménéné Casti postizenych organt: mozek, plice, slezina, jatra, ledviny, vzorky
kloubni tekutiny, vzorky exsudatu v dutin€ bfi$ni a hrudni, fibrinové nélepy z povrchu organt

a stéry pohrudnice a pobfisnice.

Odebrané klinické vzorky se po odbéru ulozi do chladiciho boxu a co nejrychleji, nejpozdéji

vSak do 24 hodin, se dopravi do laboratofe k dalSimu zpracovani. Stéry je nutné uchovavat a



transportovat na tamponech s transportnim médiem z dtvodu kratkodobého piezivani bakterii
ve vnéjSim prostiedi. Jestlize neni mozné klinicky materidl pfepravit do laboratoie béhem 24

hodin po odbéru, je nutné vzorky zamrazit a do laboratote je dopravit v tomto stavu.

I1d) lzolace a identifikace Streptococcus suis

Odebrané vzorky se zpracuji béznymi a dostupnymi zékladnimi bakteriologickymi
kultivaénimi postupy a metodami — kultivaci stéri a vytérd nebo klinického a sekcéniho
materialu na krevnim agaru. Obvykla doba inkubace primokultur je 22 - 24 hodin, pii 37°C +
1°C. Pii podezfeni na nalez kolonii S. suis se suspektni kolonie izoluji na krevnim agaru, pro
lepsi a rychlejsi rist miize kultivace probihat v mikroaerofilni atmosfére 22 — 24 hodin pfii
37°C £ 1°C. Po ziskani ¢&isté bakteridlni kultury nasleduje identifikace patogenu, pro kterou je
doporuceno vyuziti metody MALDI — TOF (Matrix Asisted Laser Desorption/lonization —
Time of Flight) provedeni standartniho biochemického vysetfeni komerénim testem, napf.
STREPTOTESTEM 24 (ERBA LACHEMA, CR) a mikroskopického vysetteni (barveni dle
Gramma). Soubézné a pro uplnost je doporuceno provedeni rychlé sklickové latex aglutinace
vSech izolatlh pomoci dostupnych komercénich kitii. Ovéteni spravnosti druhové identifikace a
odliSeni kmenu S. suis od S. suis-like se provadi detekci recN genu (recombination/repair

protein gene) metodou PCR.

Ile) Sérotypizace

Pro stanoveni sérotypu S. suis se provadi multiplex PCR (Kerdsin a kol. 2014) ve ¢tyfech
samostatnych PCR reakcich. Pouzit¢ primery cili na néasledujici geny: (i) geny
glykosyltransferazy cpsld, cpsl4J, cpsl/2Jd, cps2Jd, cps3d, cps7H, cps9H, cpsl6K, cps21N,
cps23l a cps24L; (ii) geny transportéru cps3K, cps4M a cpsSN kapsularni polysacharidové
repetice; (iii) gen cps4N UDP-gluk6zadehydrogenazy; (iv) geny polymerazy oligosacharidové
repetitivni jednotky cps6l, cpslOM, cpsl1N, cpsl2J, cpsl3L, cpsl5K, cpsl70, cpsi8N,
cpsloL, cps26M,  cps27K, cps28L, cps29L a  cps310l;  (v) gen  N-
acetylmannosaminyltransferazy cps8H; a (vi) gen cps25N pro glycerofosfotransferazu.

Pouzité primery jsou popsany v tabulce 1.



Tabulka 1: Primery pro multiplex PCR na stanoveni sérotypu S. Suis

Sérotyp Sekvence (5'—3") Geny Velikost PCR
produktu
(bp)
lal4 F: AATCATGGAATAAAGCGGAGTACAG cpsly, cpsl4d] 550
R: ACAATTGATACGTCAAAATCCTCACC
2al/2 F: GATTTGTCGGGAGGGTTACTTG cps2J, cpsl/2] 450
R: TAAATAATATGCCACTGTAGCGTCTC
3 F: TGGGAGAAGGCAGAAAGTACGAGA cps3J—cps3K 1273
R: ACCCCCAGAAGAGCCGAAGGA
4 F: ACTTGGAGTTGTCGGAGTAGTGCT cps4M—cps4N 783
R: ACCGCGATGGATAGGCCGAC
5 F: TGATGGCGGAGTTTGGGTCGC CpsSN 166
R: CGTAACAACCGCCCCAGCCG
6 F: TACGGTCTCCCTTGCCTGTA cps6l 325
R: AACTCAGCTAGTGCTCCACG
7 F: GATGATTTATGGCACCCGAGTAAGC cps7H 150
R: AGTCACAATTGCTGGTCCTGACACC
8 F: ATGGGCGTTGGCGGGAGTTT cps8H 320
R: TTACGGCCCCCATCACGCTG
9 F: GGGATGATTGCTCGACAGAT Ccps9H 300
R: CCGAAGTATCTGGGCTACTG
10 F: TTACGAGGGGATTCTGGGGT cps10M 153
R: CGGGACAACAGATGGAACCT
11 F: TACAGTGCTTGCAGCCCTAC cps11N 896
R: CGACTTGTCGTGCCCTGAT
12 F: TGTGGCGATAGGACAACAGG cps12J 209
R: ACCAAGAAGTTTCCGCCTGA
13 F: CTGGTGCTGCAATTTCGCTT cps13L 1135
R: GCAGACTAGCTGCAGTTCCA
15 F: GCAAGAAAGCTTCCGGATGGA cps15K 274




R: CAAGAGAGTGTGCAACCCCA

R; ACAACAGCCAATTCATGGCGTGATT]

16 | F:TGGAGGAGCATCTACAGCTCGGAAT cps16K 202
R: TTTGTTTGCTGGAATCTCAGGCACC
17 F: ACTTGGGTTGGAATGGCGAA cps170 906
R: ACCACCGAAAGTCAGGTCAC
18 F: CGGGGCAGTCTTACTCATGG cps18N 432
R: ATGACAGCGAAACGGACAGA
19 F: AGCAGGGTTGCGTATGGCGG cps19L 1024
R: ACAAGCACCAGCAAAGACCGCA
21 F: GGTGGCAAGGAGAGCAAAGT cps21N 325
R: ACATGGTAAGCCATTGCTGGA
23 F: TGCTCAACAAACGCAGCAAA cps23l 454
R: TGACTGGTACATCTGCAGCC
24 F: ACCCGGAAAAACCAGGAGTT cps24L 500
R: ACCAATCAATGCCAAGCGAC
25 F: GGAGGAGCTGCGGGCTCATA cps25M— 1211
R: TGGCCACAACCTGGATGCGTT cps2oN
27 F: CTACGCCAATCGAAGCCAGA cps27K 506
R: CCAGTAAGAAGCCTGTCGCA
28 F: GGACTTCGGTACCTTAGCGT cps28L 865
R: CTCCAGCACATTCCCGTACC
29 F: GTGCGGGCGTTATTTTTGGT cps29L 435
R: AGCCTTGCAACCCATTTCCT
30 F: CTTTAATTGCTTGCGCCCGT cps30l 170
R: ATTCGGGCTACCCATTGCAG
31 F: GGAGTGCTCTATGCCACCTT cps3LL 550
R: GCATTGCCCCTACAGCAAAC
Viechny F: CTACAAACAGCTCTCTTCT recN 336




Prvni PCR reakce zahrnuje primery pro sérotypy 1+14, 2+1/2, 3, 7, 9, 11, 14, 16 a druhové
specificky gen recN, ktery byl pfidan pro ovéfeni identifikace S. suis, protoZze neni
amplifikovan v sérotypech (20, 22, 26, 32, 33 a 34), a proto byly nedavno po reklasifikaci
vylouceny z druhu S. suis. Druha reakce zahrnovala primery pro sérotypy 4, 5, 8, 12, 18, 19,
24 a 25, tieti primery pro sérotypy 6, 10, 13, 15, 17, 23 a 31 a ¢tvrta primery pro sérotypy 21,
27,28, 29 a 30.

N¢kolik kolonii Cisté bakterialni kultury se resuspenduje v 50 ul sterilni destilované vody.
Nasleduje inkubace po dobu 10 minut pii 100 °C a centrifugace po dobu 10 minut pti 10 000
x g. Supernatant se pouzije v PCR reakci jako templat DNA. PCR test se provadi ve 20 pl
reak¢ni smési, ktera obsahuje: 10 pl HotStarTaq Plus Master Mix 2x (Qiagen), 1 uL primert
(kone¢na koncentrace 0,2 uM), 2 uL koncentratu CoralLoad 10x (Qiagen), 4 pl vody bez
DNazy a 2 ul DNA. PCR program se nastavi nasledovné: pocatecni denaturace pii 95 °C po
dobu 5 minut, nasledovalo 30 cykli denaturace pii 94 °C po dobu 30 s, zihani pii 59 °C po
dobu 90 s, prodluzovani pti 70 °C po dobu 90 s a konec¢né prodlouzeni 72 °C po dobu 8

minut.

Elektroforéza probihéd na 2% agar6zovém gelu obarveném ethidium bromidem a s naslednou
vizualizaci pod UV svétlem. Velikosti produktii PCR se srovnéavaji se standardem velikosti
molekul (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder; Thermo Fisher Scientific). V kazdé¢ PCR

reakci musi byt zahrnuty referenéni kmeny S. suis jako kontrola.

Vsechny terénni vzorky identifikované metodou multiplex PCR detekujici geny pro syntézu
kapsularnich polysacharidli jako sérotyp 1/2 nebo 2 a sérotyp 1 nebo 14 byly dale testovany
pomoci PCR-RFLP (Matiasovic a kol. 2020) identifikujici substituci na nukleotidu 483 genu
cpsK.

Pouzité primery:
cpsK-F 5'-GTTGCTGGTTATGATAGGGTAG-3'
cpsK-R2 5-AAGCTTCTTTTGCTGTTTGCTC-3'

PCR je provadéna s vyuzitim kitu Taq mastermix PPP (TopBio) v celkovém objemu 10 pl.
PCR program je nastaven nasledovné: pocatecni denaturace pii 95 °C po dobu 5 minut

nasledovana 30 cykly pfi 95 °C po dobu 15 sekund, 53 °C po dobu 30 sekund a 72 °C po



dobu 30 sekund. Kone¢né prodlouzeni bylo 72 °C po dobu 10 minut. P& mikrolitrt
vysledného 486 bp produktu se $tépi 10 U BstNI restrikéni endonukledzy v celkovém objemu
20 ul. Elektroforéza probiha na 2% agar6zovy gel obarveném SimplySafe s naslednou
vizualizaci pod UV svétlem. Velikosti produktti PCR se srovnavaji se standardem velikosti
molekul (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder; Thermo Fisher Scientific). V kazdé PCR

reakci musi byt zahrnuty referenéni kmeny S. suis jako kontrola.

V piipad¢ ptitomnosti nukleotidu G na nukleotidové pozici 483 genu cpsK (sérotypy 2 a 14),
odpovidajici nukleotidu 139 produktu PCR, je produkt PCR rozstépen BstNI na dva
fragmenty: 139 a 347 bp. V ptipad¢ nukleotidu C nebo T na nukleotidové pozici 483 genu
cpsK (sérotypy 1/2 a 1), odpovidajici nukleotidu 139 produktu PCR, neni produkt PCR

rozstépen a vysledkem je jediny fragment o velikosti 486 bp.
Pocet a procentualni zastoupeni jednotlivych sérotypt S. suis z Ceské republiky, které byly
sérotypizovany v letech 2018 — 2022 v ramci projektu Narodni agentury pro zemédélsky

vyzkum ukazuje tabulka 2.

Tabulka 2: Prevalence sérotypt S. suis v chovech v CR v letech 2018 — 2022 (n = 506)

, Pocet izolatl %
Sérotyp
2018 2019 2020 2021 2022 2018 - 2022 2018-2022
s.1 5 3 3 8 3 22 4,3
s.1/2 11 11 12 10 10 54 10,7
s.2 7 4 7 14 11 43 8,5
s.3 4 6 6 7 0 23 4,5
s.4 8 8 3 7 2 28 5,5
s.5 3 1 2 2 0 8 1,6
s.6 0 0 0 0 0 0
s.7 5 9 21 35 13 83 16,4
s.8 2 3 10 9 5 29 5,7
s.9 8 3 11 10 7 39 7,7
s.10 0 0 0 1 2 3 0,6
s.11 1 1 0 1 0 3 0,6
s.12 0 1 5 2 0 8 1,6
s.13 0 0 0 0 0 0 0
s.14 0 1 0 1 1 3 0,6
s.15 1 2 0 3 3 9 1,8
s.16 1 4 0 7 5 17 3,4




s.17 0 0 0 0 0 0 0
s.18 0 0 0 0 0 0 0
s.19 3 1 0 0 1 5 1
s.20 0 0 0 0 0 0 0
s.21 6 1 1 1 0 9 1,8
5.22 0 0 0 0 0 0 0
s.23 0 0 2 2 0 4 0,8
s.24 0 0 0 0 0 0 0
5.25 0 0 0 0 0 0 0
5.26 0 0 0 0 0 0 0
s.27 0 0 0 0 0 0 0
s.28 1 1 0 0 0 2 0,4
5.29 5 6 0 4 3 18 3,6
s.30 0 0 0 0 0 0 0
s.31 3 2 1 8 3 17 3,4
s.32 0 0 0 0 0 0 0
s.33 0 0 0 0 0 0 0
s.34 0 0 0 0 0 0 0
NT 20 18 13 21 7 79 15,6
Celkem 94 86 97 153 76 506

1 f) Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Vysetteni citlivosti/rezistence k antibiotikiim se provadi stanovenim minimalnich inhibi¢nich
koncentraci (MIC) mikrodiluéni metodou (Nedbalcovd a kol. 2018, funkéni vzorek) a
naslednym zafazenim izolath do kategorii citlivosti: citlivy — intermediarni — rezistentni na
zéklad¢é klinickych breakpointi. MIC se stanovuji pouzitim doporu¢enych diagnostickych
souprav vyrobenych na pracovisti autorit ve Vyzkumném tUstavu veterindrniho Iékatstvi
v Brn¢ (Nedbalcova a kol. 2018, ovéfena technologie). Slozeni diagnostického setu a
interpretacni kritéria zjisténych MIC jsou ptehledné uvedeny v Tabulce 3. Na mikrotitracni
desticce s 96 jamkami - 12 sloupcti (1-12) a 8 fadka (A-H) jsou ve sloupcich dvojkové fedici
fady dvanacti navrzenych antimikrobidlnich latek, u jedenacti antimikrobidlnich latek
(sloupce 1-11) je na desticce 8 fedéni (fadky A-H) a u jedné antimikrobialni latky (sloupec
12) je 7 fedéni (fadky B-H) a v fadku A je jamka s médiem bez antimikrobidlni latky slouzici
jako pozitivni kontrola riistu testovanych bakterii. Pocatecni koncentrace jednotlivych
antimikrobialnich latek na desti¢ce jsou rozdilné a jsou voleny tak, aby hodnoty MIC

vysetfovanych bakterii pokud mozno zahrnovaly rozmezi breakpointl citlivosti/rezistence



podle zavaznych mezinarodnich metodik CLSI, EUCAST a CA-SFM a rozmezi hodnot MIC
bakteridlnich kmenli povinné testovanych v ramci kontroly kvality. Jako ristové médium je
pouzit Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth (CAMHB) s5 % lyzované konské krve.
Pomoci setu jsou stanovovany MIC pro antibiotika, kterd jsou bézné pouzivana k lécbé
infekci bakterialniho ptivodu prasat, i kdyZ néktera z nich nejsou pro 1é¢bu infekci S. suis
nejvhodnéjsi a jejich citlivosti nebo rezistence jsou sledovany spiSe z epidemiologickych

dvod.

Tabulka 3: Set pro stanoveni MIC u kment Streptococcus suis (koncentrace antimikrobik jsou

uvedeny v mg/l)

PEN | AMP | AMC* | EFT |ENR |FFC |CLI |TIA |TIL |TUL | TET | SXT**

4 4 32 16 8 64 16 32 128 | 128 32 PKR
2 2 16 8 4 32 8 16 64 64 16 4
1 1 8 4 2 16 4 8 32 32 8 2
0,5 0,5 4 2 1 8 2 4 16 16 4 1
0,25 | 0,25 2 1 0,5 4 1 2 8 8 2 0,5

0,125 | 0,125 1 05 | 0,25 2 0,5 1 1 0,25

4 4
0,06 | 0,06 0,5 025 |0125]| 1 025 | 05 2 2 0,5 | 0,125
003 | 003 | 025 |0,125] 0,06 | 0,5 | 0,125 0,25 1 1 0,25 | 0,06

citlivy; intermediarni; rezistentni
PEN = penicilin; AMP = ampicilin; AMC = amoxicilin/kyselina klavulanova (2/1); EFT = ceftiofur; ENR =
enrofloxacin; FFC = florfenikol; CLI = klindamycin;, TIA = tiamulin; TIL = tilmikosin; TUL = tulathromycin;

TET = tetracyklin; SXT = trimethoprim/sulfamethoxazol (1/19); PKR = pozitivni kontrola ristu
*koncentrace v tabulce jsou uvedeny pro amoxicilin; **koncentrace v tabulce jsou uvedeny pro trimethoprim

Vyroba diagnostického setu a stanoveni MIC se provadi v souladu s mezinarodné uznavanymi
metodikami  pro stanoveni citlivosti/rezistence veterinarnich patogentt  vydanymi
v dokumentech CLSI. K vyhodnoceni vysledkd jsou pouzity klinické breakpointy uvedené
v CLSI dokumentu VETO1S pro S. suis (pro penicilin, ampicilin, ceftiofur, enrofloxacin,
florfenikol a tetracyklin). Pro ostatni antibiotika nejsou breakpointy pro S. suis definovany,
proto jsou derivovany z jinych dostupnych interpretacnich kritérii — dle CLSI dokumentu
VETOI1S pro kombinaci trimethoprimu se sulamethoxazolem a pro klindamycin z huméannich
breakpointt, pro kombinaci amoxicilinu s kyselinou klavulanovou z breakpointti stanovenych
pro koc¢ky a pro tilmikosin a tulathromycin jsou breakpointy derivovany z breakpointd pro
izolaty Pasteurella multocida z prasat. Pii posuzovani vysledkl interpretovanych dle
pievzatych kritérii je tfeba brat v uvahu, Ze pro prasata nemusi byt interpretace vysledki zcela
pfesnd, a pro predikci lécebné ucinnosti antibiotika je dtlezit¢ zhodnoceni MIC a

farmakokinetickych vlastnosti jednotlivych antibiotik. Pro vyhodnoceni testovani citlivosti



izolata S. suis k tiamulinu jsou pouzity breakpointy, které byly dfive publikovany v odborné
literatufe. Kontrola kvality vySetfeni byla hodnocena paralelnim stanovenim MIC kontrolniho
referencniho kmene Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. U referen¢niho kmene je
stanovené rozmezi hodnot, ve kterém musi byt MIC pro jednotliva antibiotika v desticce, aby
byl vysledek testu platny. Pokud se hodnoty u nékterého antibiotika 1iSi, je nutné test
opakovat. Rozmezi hodnot MIC u referencniho kmene je vyznaceno v tabulce 4 Sedou
barvou. U enrofloxacinu a tilmikosinu neni rozmezi hodnot MIC vyznaceno, protoze u téchto

antibiotik neni rozmezi MIC u referen¢niho kmene S. pneumoniae ATCC 49619 stanoveno.

Tabulka 4: Rozmezi MIC u Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 pro kontrolu kvality

PEN | AMP | AMC* |EFT |ENR |FFC |CLI |TIA |TIL |TUL | TET | SXT**
4 4 32 16 8 64 16 32 128 | 128 32 PKR
2 2 16 8 4 32 8 16 64 64 16 4
1 1 8 4 2 16 4 8 32 32 8 2
0,5 0,5 4 2 1 8 2 4 16 16 4 1

0,25 | 0,25 2 1 0,5 4 1 2 8 8 2 0,5

0,125 | 0,125 1 05 | 0,25 2 0,5 1 4 4 1 0,25

0,06 | 0,06 0,5 0,25 | 0,125 1 025 | 05 2 2 05 | 0,125

003 | 003 | 025 [0,125]| 0,06 | 05 |0,125 | 0,25 1 1 0,25 | 0,06
< = < = = < =< < < =< =< <

PEN = penicilin; AMP = ampicilin, AMC = amoxicilin/kyselina klavulanova (2/1); EFT = ceftiofur; ENR =
enrofloxacin; FFC = florfenikol; CLI = klindamycin;, TIA = tiamulin; TIL = tilmikosin; TUL = tulathromycin;
TET = tetracyklin; SXT = trimethoprim/sulfamethoxazol (1/19); PKR = pozitivni kontrola ristu

*koncentrace v tabulce jsou uvedeny pro amoxicilin; **koncentrace v tabulce jsou uvedeny pro trimethoprim

Provedeni testu — priprava inokula

Bakteriologickou klickou se odebere 3 — 5 bakteridlnich kolonii kultivovanych na
neselektivnim agarovém médiu (inkubovanych pii teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 h — 24 h
(pokud neni pozadovan delsi ¢as inkubace) do sterilniho bujonu nebo fyziologického roztoku.
Denzita suspenze se bujonem nebo fyziologickym roztokem upravi na zékal 0,5 McFarlanda,
ktery na fotometru (vlnovd délka 625 nm, kyveta s optickou drdhou 1 cm) odpovida
absorbanci 0,08 — 0,13 nebo je mozné pouzit jiny vhodny ovéfeny nefelometr nebo denzitu
alternativné vyhodnotit vizudlné¢ podle zakalového standardu McFarland. Bakteridlni
suspenze o denzité 0,5 McFarlanda (odpovida 5 x 108 CFU pro E. coli ATCC 25 922) se dale
nafedi na finalni koncentraci inokula v jamce mikrotitra¢ni desky 5 x 10° CFU.

Piiklad postupu:




I ml inokula o denzité¢ 0,5 MCFarlanda se nafedi 9 ml sterilniho fyziologického roztoku
(odpovida 5 x 10" CFU pro E. coli ATCC 25922), po pieneseni 5 pl takto nafedéného
inokula do jamky mikrotitraéni desky sobsahem 100 pl bujonu je dosazena finalni

koncentrace inokula v jamce 5 x 10° CFU.

Naockovani mikrotitracnich desticek

Rozmrazené mikrotitracni desticky se musi naockovat do 15 min. po standardizaci suspenze
inokula. Do kazd¢ jamky desticky obsahujici 100 ul ztedéné antimikrobidlni latky v bujonu se
prida maximalné 5 pl suspenze ziedéného inokula. (Multikanalovou pipetou piesné 5 pl nebo
inokulatorem — jezkem).

Ihned po naockovani se ovéri skutecnd denzita inokula. Z jamky pozitivni kontroly riistu se
odebere 10 upl bakterialni suspenze, ktera se nasledné¢ ziedi v 10 ml bujonu nebo
fyziologickém roztoku. Z tohoto fedéni se pienese 100 pl kultury na vhodnou agarovou ptdu,
ktera se inkubuje pres noc. ZkouSka se povazuje za vyhovujici, pokud na agarové padé
vyroste 20 — 80 kolonii.

Ovéteni bakteridlni Cistoty: Z jamky bez antimikrobidlni latky (pozice 12A na desticce) se
odebere 100 pl, které se kultivuji na neselektivnim agarovém médiu pii 34 — 37 °C po dobu
18 — 24 hodin.

Pted inkubaci se mikrotitrani desticky uzaviou tésnicim vickem nebo lepici folii.

Inkubace mikrotitracnich desticek

Naockované desti¢ky musi byt vloZzeny do inkubatoru do 15 minut po inokulaci. Pokud se pro
testovany bakteridlni druh neuvadi jinak, mikrotitracni desticky pro riistové nenarocné

mikroorganismy se inkubuji aerobné pii teploté 34 °C - 37 °C po dobu 18 — 20 hodin.

Odecitani vysledki

Vysledky se odecitaji po dosazeni dostatecného nariistu mikroorganismu (usazenina nebo
zietelny zékal) a po ovéfeni bakteridlni Cistoty a pfisluSné koncentrace inokula. Zjisténa

cv v

viditelny rist testovaného mikroorganismu.



I1g) Doporudené postupy antibiotické 1écby

vvvvvv

vhodnymi antimikrobiadlnimi latkami. Je tfeba nezapomenout, ze je antibiotickou Iécbu
zapotiebi kombinovat s dobrou zoohygienickou praxi — zejména je dulezita Cistota prostiedi a
vybaveni staji, spravné vétrani a dostatek prostoru pro zvirata. Léky volby jsou penicilinova
antibiotika, pfedevsim Sirokospektralni B-laktamy — benzylpenicillin, ampicilin a amoxicilin
(antibiotika 1. volby). Tato antibiotika by méla byt podavana v pitné vodé¢ v medikovaném

krmivu minimalné 5 dni.

I kdyZ jsou peniciliny obecné proti infekcim S. suis ucinné, jsou publikovany prace, ve
kterych je poukazovdno na ziachyt rezistentnich kment k témto antimikrobidlnim latkam
(Varela a kol. 2013, El Garch a kol. 2016, Devi a kol. 2017, Yongkiettrakul a kol. 2019, Tan a
kol. 2020). Rezistence jsou nachazeny v rtizné mifte, vétsinou mezi 0 — 25 %. Proto plati, ze
antimikrobidlni lécba by méla byt aplikovdna az po stanoveni citlivosti nebo rezistenci
aktualniho izolatu v chovu Kk antimikrobialnim latkam. K 1é¢bé infekci S. suis dale ptichazi
v uvahu pouziti ko-trimoxazolu, amoxicilinu v kombinaci s klavulanovou kyselinou,
florfenicolu, doxycyklin (antibiotika 2. volby) lze pouzit i antimikrobialni latky z kategorie
,B — omezte* (dle kategorizace Evropské lékové agentury) — enrofloxacin a cefalosporiny
(antibiotika 3. volby). Antibiotika kategorie B jsou kriticky vyznamna v humanni medicing a
u zvitat by méla byt pouzita pouze tehdy, kdyzZ terapie antibiotiky 1. nebo 2. volby selze a
méla by byt pouzita disledné na zakladé potvrzeni citlivosti ptivodce onemocnéni

k antibiotiku, o kterém se uvazuje pro 1é¢bu.

V nasledujicim grafu 1 jsou znazornény profily citlivosti a rezistence izolatd S. suis
pochazejicich z chovii prasat v Ceské republice ze sledovani, které probihalo v letech 2018 —
2022 vramci projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum s akronymem
STREPTOPIG. V grafu 2 je vyznacené procento citlivych izolatd k jednotlivym testovanym
antibiotikiim v jednotlivych letech (Nedbalcova a kol. 2022).

Graf 1: Procentuélni zastoupeni citlivych, intermediarnich a rezistentnich izolatd S. suis z CR

k vybranym antibiotikiim v letech 2018 — 2022 (n — 506)
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Graf 2: Procenta citlivych izolatd S. suis z CR v letech 2018 (n = 94), 2019 (n = 86), 2020 (n
=97), 2021 (n = 153) a 2022 (n = 86) k vybranym antibiotikim
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TIA = tiamulin; TIL = tilmikosin; TUL = tulathromycin



I1 h) Preventivni opatieni

Je pottebné dbat pfedev§im na zoohygienické podminky - vyhovujici klimatizaci a podminky
v chovu, minimalizaci stresovych faktorti a sledovat stav zvitat v chovu (identifikovat prvni
piiznaky onemocnéni u individuélnich zvitat) z divodu nutnosti oSetfeni 1 dalSich zvirat, ktera
piisla s infekénim agens do kontaktu. Vhodné jsou tzv. ,.all in/all out” systémy chovu s velmi
peclivou mechanickou ocistou a dezinfekci (véetné vyschnuti povrchtl) pred naskladnénim do

jednotlivych ustdjeni.

Cestou ke sniZeni infek¢niho tlaku S. suis, zvlasté kdyz je v soucasnosti snaha omezit
pouzivani antibiotik u hospodaiskych zvifat, by mohla byt vakcinace. Navozeni ochranné
imunity proti streptokokovym infekcim je bohuzel pomérné obtizny tkol. Vzhledem k
prubéhu interakce streptokokovych patogenil s imunitnim systémem savct se zda byt klicové
zajistit dostateCnou protildtkovou odpovéd proti kapsularnimu polysacharidu, aby se
zabranilo zavaznému klinickému vysledku infekce. Bohuzel, pfes znacny ekonomicky a
klinicky vyznam S. suis neni vakcina pro prevenci onemocnéni u prasat dosud komeréné
dostupnd, s vyjimkou autogennich vakcin, avSak pouziti autogennich vakcin vyrobenych
Z izolati, vyvoldvajicich onemocnéni na farmach, je omezené z legislativnich 1 praktickych

dtvoda.
Pti vakcinaci se uplatiiuji riiznd vakcinacni schémata, mohou byt vakcinovéna pouze selata

nebo jsou vakcinovany prasnice pred porodem s naslednou vakcinaci selat v rizné

doporucovanych intervalech.

1)  Srovnani ,,novosti postupu*

Dosud pro lé¢bu infekci prasat zptsobenych S. suis nebyly v CR vypracovany zadné
doporucené postupy diagnostiky, antibiotické 1éCby a prevence. V metodice jsou popsany
nové a originalni postupy izolace, identifikace a typizace piivodce onemocnéni, vcetné
doporucenych postupti antibiotické 1écby onemocnéni, které vychazi z aktualniho stavu

rezistenci S. suis v CR a z literarnich reersi nejnovéjsich publikovanych informaci.



IV)  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika mé slouzit veterindrnim lékaitim a diagnostickym veterindrnim laboratofim pro ucel
konzultace mozné 1é¢by infekci zptisobenych S. suis u prasat. Piedepsani konkrétniho 1é¢iva
veterinarnim 1ékafem k 1é¢bé konkrétniho onemocnéni se odviji od stanoveni spravné

diagnozy a zvazeni klinického stavu zvifat.

Uplatnéni metodiky se projevi ve =zkvalitnéni terapie infekci hospodaiskych zvirat
bakterialniho ptvodu, zlepSenim zdravotni situace v chovech hospodaiskych zvirat a
V dlouhodobém horizontu muize piispét k omezeni naduzivani antibiotik ve veterinarni

medicing a tim omezit Siteni nezadoucich rezistenci bakterialnich populaci k antibiotiktim.

V) Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice jsou minimalni, metody izolace,
identifikace, typizace a testovani antimikrobidlnich rezistenci je u jinych bakteridlnich
puvodcli onemocnéni zvifat ve veterindrnich diagnostickych laboratotfich bézné provadéno a

je cenove dostupné. Zavedeni postupl nevyzaduje naklady na nové vybaveni laboratofi.
Ekonomicky pfinos uplatiiovani doporuc¢enych lécebnych postupil je vyznamny pro chovatele

hospodarskych zvifat, kterym se zlepSenim zdravotni situace v chovu snizi naklady na 1é¢bu

nemocnych zvifat a zvysi ekonomické vynosy v disledku produkce kvalitnich surovin.
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