Priloha
k zoznamu tdradnych metod
laboratérnej diagnostiky potravin a krmiv - ¢ast’ Mikrobiologia

M -52

Bakteriologické vySetrovanie mésa jatoénych zvierat vratane hydiny,
zajacovitych a/alebo drobnej zveri z farmovych chovov odobratého v ramci
prehliadky post mortem

1. Ugel a oblast’ pouZitia

1.1 Ucel

Metodické pokyny pre veterinarnych inpektorov I. Cerstvé miso kopytnikov, 3.¢ast —
prehliadka post mortem (vydané SVPS SR ¢.1406/2006-230, priloha &. CM PM 004)
vyzaduji doplnujuce laboratorne vySetrenie pozastavenych tiel zvierat, napr.
bakteriologické vySetrenie alebo na pritomnost rezidui, ak je dané podozrenie na
chorobné zmeny alebo pouzitie lieCiv. Bakteriologické vySetrenie slizi na to, aby sa
zaslané vzorky vysSetrili najmé na zoon6zy a pdvodcov zoon6z podla predpisanej metody.

1.2. VySetrované parametre
Arcanobacterium pyogenes, Bacillus anthracis, Clostridium botulinum, Clostridium
chauvoei, Clostridium perfringens, Erysipelothrix rhusiopathie, Listeria monocytogenes,

mykobaktérie, salmonely, koagulédzapozitivne stafylokoky, hemolytické streptokoky,
verotoxintvoriace Escherichia coli a d’al§ie mikroby pritomné v pripade septikémie.

1.3 Druh vzorky

Svaly, lymfatické uzliny, orgény, pripadne zmenené tkaniva, pri hydine, zajacovitych
a/alebo drobnej zveri z farmovych chovov celé teld, najmenej prsia, stehnd a pripadne aj
pecen.

2. Princip

Dokaz mikroorganizmov z Casti zvierat (svaly, lymfatické uzliny, organy) pomocou
bakteriologickej kultivacie.

3. Pristroje a pomocky
Zakladné vybavenie mikrobiologického laboratoria (pozri STN ISO 7218) a tieto pristroje

a pomocky:
3.1 Chladnicka




3.2 Termostat (termobox) s teplotou udrziavanou na 37°C + 1°C
3.3 Termostat (termobox) s teplotou udrziavanou na 41,5°C + 1°C
3.4 Mikroskop

3.5 Ockovacie kl'u¢ky

3.6 Skumavky a banky vhodného objemu, Petriho misky

3.7 Noznicky, pinzety a skalpely

3.8 Plynovy kahan

3.9 Podlozné a krycie sklicka

3.10 Anaerostat

3.11 Plynovy kahan

4. Kultivaéné média, roztoky a referencné kmene

4.1 Kultiva¢né média

4.1.1 Krvny agar (KA)— zlozenie a priprava podl'a STN 56 0100

4.1.2 Deoxycholatové médium so xylézou a lyzinom (médium XLD) - zloZenie a priprava
podl'a STN EN ISO 6579

4.1.3 MacConkey agar so sorbitolom - zloZenie a priprava podl'a STN EN ISO 16654
4.1.4 Rappaportovo-Vassiliadisovo médium so sojou (RVS)- zloZenie a priprava podla
STN EN ISO 6579

4.1.5 Miillerovo-Kauffmannovo médium s tetrationdtom a novobiocinom (MKTTn) -
zlozenie a priprava podl'a STN EN ISO 6579

4.1.6 TImiva peptonova voda - zlozenie a priprava podla STN EN ISO 6579

4.1.7 Modifikované polotuhé Rappaportovo-Vassiliadisovo médium (MSRV) - zlozenie
a priprava podl'a STN EN ISO 6579, priloha A

Poznamka: Dalsie média podla indikacie v Ziadanke na vySetrenie, ktorych zloZenie a
priprava sa riadi podl'a prislusnych navodov vyrobcov resp. metodik OIE a ISO.

4.2 Roztoky

4.3.1 Alkohol 96 %

4.3.2 Roztoky - na farbenie podl'a Grama

4.3.3 Roztoky na iné farbenia (Giemsa, Ziehl Neelsen, Tan-Thiam-Hok)

4.3 Referen¢né kmene

4.4.1 Staphylococcus aureus

4.4.2 Clostridium perfringens

4.4.3 Salmonella enteritidis a d’alSie

4.4 Chemikalie/¢inidla
4.5.1 biochemické identifikacné systémy napr. API systém, BBL Crystal
4.5.2 sérologické identifikacné systémy — séra na sklickovu aglutinaciu

5. Priprava vzorky

Povrch vzoriek svalov a orgdnov sa opali plamefiom v takom rozsahu, aby sa material
odoberany z hibky neinfikoval povrchovou sekundarnou mikroflérou. Malé uzliny sa
dvakrat na kratky ¢as ponoria do 96 % alkoholu a po kazdom ponoreni sa alkohol odpari
v plameni. Zo stredu kazdej Casti svalov, a organov a uzlin sterilnymi nastrojmi odoberie
Cast’ tkaniva velkosti bobu. Kultivicia na mnozenie salmonel (alebo inych baktérii



z Celade Enterobacteriaceae) sa mdze vykonavat aj postupom za pouzitia niektorého
zuvedenych zivnych tekutych médii (4.1.4, 4.1.5 a4.1.6), do ktorych sa vlozia kusky
svalov a orgdnov. Média sa inkubuj 18-24 hod pri 37 °C alebo 41,5 °C (pozri bod 6.3).

6. Postup skusky

6.1 Priama kultivacia

Malé casti tkaniv sa ockuju priamo rozterom na Petriho misky, a to svaly: na dve Petriho
misky s krvnym agarom (jedna sa kultivuje anaerdbne, druhd aerdbne) a na selektivne
médium, napr. XLD (4.1.2) alebo MacConkey agar so sorbitolom (4.1.3), organy a uzliny:
rozterom na krvny agar a na selektivne médium (4.1.2 alebo 4.1.3). Vzorky sa d’alej, ak to
bolo v ziadanke uvedené, vySetruju na pritomnost rezidui inhibi¢nych latok podla
uradnych metdd laboratornej diagnostiky potravin a krmiv (Doplnok 1, ¢ast’ Chémia 12.18
a 12.19). Podla potreby sa oddelene kultivuji Casti zo zmeneného tkaniva, ak je také
sucastou zaslanej vzorky. Pri podozreni na pritomnost mykobaktérii alebo pdvodcov
cervienky alebo septikémie sa spravi odtlackovy preparat, ktory sa prislusne zafarbi
(Gram, Giemsa, Ziehl Neelsen, Tan-Thiam-Hok) a pozrie mikroskopom. Okrem toho sa
pri podozreni na Cervienku odoberie Cast’ oblicky, ktord sa vlozi do zivného bujonu so
sérom (5%) alebo glukozou (1-2%) na mnoZenie.

Naockované Petriho misky sa inkubuji obratené hore dnom v termostate 24 h + 3 h pri
teplote 37 °C aerdbne aj anaerdbne (svaly).

6.2 Neselektivne mnoZenie

Naoc¢kovana tlmiva pepténova voda (4.1.6) sa kultivuje 18-24 hod pri 37 °C. Z nej sa
vyockovéava na polotuhé médium (4.1.7) alebo do tekutého selektivneho média (4.1.4,
4.1.5) pripadne na niektoré pevné selektivne médium (napr. 4.1.2).

6.3 Selektivne mnoZenie

Naockované modifikované polotuhé Rappaportovo-Vassiliadisovo médium (MSRV) sa
kultivuje 24 a 48 hod pri . 41,5°C + 1 °C.

Naockované Rappaportovo-Vassiliadisovo médium so sdjou (4.1.4) sa inkubuje pri teplote
41,5 °C £ 1 °C 24 h £ 3 h. Millerovo-Kauffmannovo médium s tetrationatom
a novobiocinom (4.1.5). MKTTn sa inkubuje pri teplote 37 °C = 1 °C 24 h + 3 h. Je
potrebné zabezpecit', aby sa neprekrocilo povolené maximum inkubacnej teploty pre RVS
médium(42,5 °C).

6.4 1zolacia kolonii z tekutych médii

Z kultar ziskanych selektivnym a neselektivnym mnozenim sa naockuje bakteriologickou
kl'u¢kou na povrch pevného selektivneho média (4.1.7, 4.1.2/4.1.3). Kl'uckou sa nanésa
tak, aby sa umoznil rast dobre izolovanych koldnii.

7. Odditanie a potvrdenie

Po predpisanej dobe inkubacie sa hodnoti rast kolonii z priamej kultivacie a po mnozeni v
tekutych médiach na pevnych zivnych médiach. Ak ide o neSpecifické kmene, tak sa
hodnotia aj kvantitativne — mierny stupen (menej ako 10 koldnii), stredny stupen (od 10
do 30), silny stupen (viac ako 30 koldnii ).

Ak sa podl'a rastovych vlastnosti na pevnych médiach zisti, ze ide o Specifické patogénne
kmene, tak sa dalej postupuje v identifikdcii. Niektoré druhy mikroorganizmov maja
typické vlastnosti napr. na krvnom agare a nie je potrebna d’alSia diagnostika. Vo vicSine



pripadov sa musi pokracovat v mikroskopickom, kultivatnom, biochemickom alebo
sérologickom potvrdzovani.

Arcanobacterium pyogenes: sposobuje hnisanie, rastie na krvnom agare, lepsie pod CO,,
tvori jemné kolonie so slabou hemolyzou, je to grampozitivna ty¢inka, rovna alebo
zahnutd, cCasto gramlabilnd. Ak je makroskopickd a mikroskopickd identifikacia
nedostatocna, treba pokracovat’ v biochemickej identifikacii.

Clostridium botulinum: rastie na krvnom agare anaerdbne, vicSinou v priehl'adnych
koldniach s betahemolyzou, sivobielym povrchom, matnym alebo slabo lesklym
s nepravidelnymi okrajmi.

Clostridium chauvoei/septicum: rastie na krvnom agare v anaerébnom prostredi ako
slabo opaleskujuce ostro ohrani¢ené sivé koldnie s kratkymi vybezkami alebo vladknami na
okraji. MoZe sa vyskytovat’ slabd hemolyza. Su to grampozitivne ty¢inky, tvoriace spory
mozu tvorit’ bizarné tvary napr. vretienka.

Clostridium perfringens: rastie anaerobne pomerne charakteristicky na krvnom agare
vacsinou s betahemolyzou ako hladké, ploché koldnie. Su to grampozitivne tyCinky,
tvoriace spory.

Erysipelothrix rhusiopathie: rastie aerébne na krvnom agare, najma v roztere z obliciek,
ako jemné drobné kolonie, ktoré maju vzhlad kapiek rosy (S-forma) alebo s zrnitym
povrchom a nerovnomernym okrajom (R-forma), pomaly rastice, mdze byt slabo
viridujuce.Su to grampozitivne tyCinky, kratke rovné alebo mierne zahnuté, v R-forme so
sklonom k tvorbe retiazok. Z pridavného zivného bujonu so sérom (5%) alebo glukézou
(1-2%) sa pripravuje mikroskopicky preparat a v pozitivnom alebo v podozrivom pripade
sa vyockovava na krvny agar.

Listeria monocytogenes: tvori na krvnom agare malé kolonie so slabou hemolyzou,
v preparate su to grampozitivne kokoidné az tyCinkovité malé baktérie. Na dalSiu
diagnostiku je potrebné pouzit' selektivne média napr. Palcam agar a prislusné
biochemické identifikacné testy.

Mykobaktérie: Dokaz mykobaktérii je obmedzeny na farbenie preparatu z rozteru
podozrivych orgdnov podl'a Tan-Thiam-Hok a k d’alSej diferenciécii sa posiela do NRL
mykobaktérii SVPU Bratislava.

Salmonely: postupuje sa podla tradnych laboratornych metdéd prenosnych ochoreni
zvierat, priloha 1, ¢.10.4.

Koagulazapozitivne stafylokoky: sleduje sa tvorba plazmakoagulézy, podozrivé kolonie
su bielosivé, ale aj zltasté — slabozlté az zIt¢ a vdacSinou betahemolytické. Na dalSiu
diagnostiku je potrebné pouzit’ prislusné biochemické identifikacné testy resp. iné testy.

Hemolytické streptokoky: kolonie st zvicsa bielosivé, drobné s vyraznou 3-hemolyzou.
St grampozitivne, niekedy aj gramlabilné, malé a okrthle, event. v kratkych retiazkach.



Verotoxintvoriace kmene Escherichia coli (VTEC): na identifikaciu E.coli O 157 sluzi
MacConkey agar so sorbitolom (4.1.3), kolonie su bezfarebné. K d’alSej identifikécii je
potrebné pouzit' oxiddzovy test - test oxidazy a aglutinaciu so Specifickym O 157
antisérom O 157.

8. Vyhodnotenie

Na podklade bakteriologického vysetrenia sa vydava nalez:

- ¢ boli vySetrenim vzorky zistené Specifické patogénne mikroorganizmy (napr.
salmonely, S. aureus) a ¢i ide o lokalny vyskyt alebo sepsu

- ¢ bola vySetrenim vzorky zistend iba pritomnost neSpecifickej (saprofytickej
mikrofléry) av ktorych castiach av akom rozsahu (mierneho stupiia az silného
stupiia)

- nebola zistena bakteridlna mikroflora

Poznamka: V pripade pritomnosti antibakteridlnych latok vo vzorke moéze byt vysledok
bakteriologického vySetrenia skresleny.

9. Protokol o skuske

Protokol musi obsahovat’:

e druh a povod vzorky

e datum odobratia vzorky

e datum prijmu a skuSania vzorky

e pouzita metdda

e vysledok skusania

Protokol o skuske musi obsahovat’ v§etky informacie zo ziadanky potrebné na tplna
identifikaciu vzorky.

Dolezité:
Vysledok bakteriologického vySetrenia sa oznamuje ihned’ po ukonceni vySetrenia
telefonicky, faxom alebo elektronicky a nasledne sa prislusnej RVPS zasiela pisomne.



