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MIKROBIOLOGICKY MONITORING PROSTREDI
LABORATORNICH MYSI V BARIEROVEM
EXPERIMENTALNIM ZARIZENI
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MICROBIOLOGICAL MONITORING OF LABORATORY MICE
ENVIRONMENT IN A BARRIER EXPERIMENTAL FACILITY

TOMAS SVOBODA, VLADIMIR SPELINA, PETR PETRAS, VERONIKA HOROVA, RADEK SERY,
JANA VRKOSLAVOVA

Stitni dravotni sistay, Praha, Ceska republika

SOUHRN

Cile: Zdravotn{ stav laboratornich zvifat ovliviiuje jejich vhodnost pro vyzkum, a proto je dilezité, aby kazdé pracoviste s labo-
ratornimi zvifaty mélo stanoveny vlastni program kontroly kvality zdravi zvifat. Zdrojem infekce vSak nemusi byt jen laboratorni
zvifata, ale také pranik infekéntho agens z vnejsiho prostiedi. V raimci koncepce biologické bezpecnosti zvifat (animal biosecurity)
je v fad¢ zahrani¢nich pracovist’ provadén mikrobiologicky monitoring prostiedi zvifat. Cilem nasi prace bylo vyhodnotit, jak vyse
uvedeny mikrobiologicky monitoring prostiedi zvifat pfispéje k programu kontroly kvality zdravi zvifat.

Metody: Po dobu 3 let jsme za pouziti stért z povrcht sledovanych mist hodnotili hygienicky stav prostiedi laboratornich mysi
inbredniho kmene BALB/c po provadénych sanitacich. Zaméfili jsme se nejen na chovné nadoby a jejich piislusenstvi, ale také
na predilekéni mista, kde dochdzi ke kontaktu s dodavanym materidlem a vstupujicim personilem. Dale jsme za pouziti stéra sle-
dovali slozeni mikrofléry v chovnych nadobich po jejich tydennim osidleni inbrednim kmenem mysi BALB/c. Takto ziskané vy-
sledky jsme konfrontovali s vysledky, které byly ziskany vytéry z viditelnych sliznic jak od zivych, tak usmrcenych mysi stejného
kmene i s vysledky ziskanymi mikrobiologickym vysSetfenim organi po provedené pitve. Nezavislé mikrobiologické vysetfeni zvi-
fat nam poskytlo externi pracovisté.

Vyisledky: Z nasich vysledka vyplyva, ze mikrobiologické vysetfeni stéra provadéné po sanitaci chovnych nadob, jejich vik a vy-
branych predilekénich mist v prostorach zvifat prokazalo vyhovujici dc¢innost nasich sanitacnich postupt. Mikrobiologické vyset-
feni stéra z pouzitych chovnych nadob prokazalo shodu s vysledky dosazenymi jak u Zivych, tak usmrcenych mysi a také nepfi-
tomnost bakterif, které mohou zpuasobit vazna onemocnéni lidf a zvitat.

Zdvér: Ziskané vysledky potvrdily nas zamer zafadit pouziti stéra z prostied{ laboratornich mysi i vytért z jejich viditelnych sliz-
nic do naseho programu kontroly kvality zdravi zvifat s moznosti snizit po¢ty usmrcovanych mysi, aniz by doslo k ohrozeni inte-
grity v priabéhu pokust.

Klitova slova: laboratorni zvifata, zdravotni stav, mikrobiologicky monitoring, sanitace prostfedi

SUMMARY

Aim: 'The health status of laboratory animals affects their suitability for research, therefore it is important that each facility with
laboratory animals has its own program of animal quality control. The source of the infection, however, may not only be the la-
boratory animals, but also on infiltration agent from the outside environment. In the framework of the animal biosecurity con-
cept, microbiological monitoring of the environment is carried out in many foreign animal facilities. The aim of our work was to
evaluate how the above-mentioned microbiological monitoring of animal environment may contribute to the Animal Health Qua-
lity Control Program.

Methods: Over a period of 3 years, through swabs from the surfaces of the monitored sites, we evaluated the hygienic condition
of the laboratory mice (inbred strain BALB/c) after sanitation. We have focussed not only on breeding containers and their ac-
cessories, but also on predilection sites where they come into contact with supplied material and entering personnel. Furthermore,
we have monitored the composition of the microflora in breeding vessels after their week-long settlement with the inbred strain
of BALB/c mice. The obtained results were confronted with results obtained from the swabs of visible mucous membranes from
both live and sacrificed mice of the same strain and the results obtained by microbiological examination of organs after autopsy.
Independent microbiological examination of mice was provided by an external facility.

Results: Our results show that microbiological examination of swabs after sanitation of breeding cages, their lids and selected
predilection sites in the animal room has demonstrated satisfactory efficacy of our sanitation procedures. Microbiological exami-
nation of swabs from used breeding vessels has shown consistency with the results achieved in both live and sacrificed mice and
the absence of bacterial pathogens that can cause serious human and animal diseases.

Conclusion: The results have confirmed our intention to include the use of swabs from laboratory mice and swabs from their vi-
sible mucous membranes in our animal health control program with the potential to reduce the number of sacrificed mice witho-
ut compromising integrity during experiments.

Key words: laboratory animals, health status, microbiological monitoring, environmental sanitation
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Uvod

Zdravotni stav laboratornich zvifat ovliviuje jejich
vhodnost pro vyzkum, a proto je dulezité, aby kazdé pra-
covisté s laboratornimi zvifaty mélo stanoveny program
kontroly kvality zdravi zvifat, casto nazyvany jako zdra-
votni monitoring (1). Jednd se o mikrobiologické vyset-
feni namatkové vybranych zvifat, ktera jsou pro tento
ucel usmrcovana (2).

Zdrojem infekce v§ak nemusi byt jen laboratorn{ zvi-
fata, ale také prunik infekéniho agens z vnéjstho pro-
stiedi. K ochrané pfed zavle¢enim infekce je doporu-
¢ovana koncepce biologické bezpec¢nosti zvifat (animal
biosecurity), ktera vychazi ze zasad veterinarni epizoo-
tologie a veterinarné hygienickych opatten{ (1-5). Jed-
nd se o stavebni ipravy a jejich technologické vybavent,
vstup zvifat do zafizeni, odetfeni materiald, které pfi-
chazeji do styku se zvitaty, fizenf kontaktt mezi clove-
kem a zvifetem, bezpeéné osetfeni krmiva, podestylky,
vody, mikroklimatu, koncepci sanita¢nich a dezinfeke-
nich postuptl, bezpecnou likvidaci biologického odpa-
du a fadu dalsich. Mikrobiologickou kontrolu prostfedi
zvitat zajist'uje pravidelny mikrobiologicky monitoring,
ktery se provadi v fad¢ zahranicnich pracovist’ (6-9). Ci-
lem nasi prace bylo vyhodnotit, jak mikrobiologicky mo-
nitoring prostfedi pfispéje v programu kontroly kvali-
ty zdravi zvifat k minimalizaci rizika vzniku nezadouci
mikrobialni kontaminace.

Po dobu 3 let jsme za pouziti stért z povrcht sledo-
vanych mist hodnotili hygienicky stav prostiedi labo-
ratornich mysi inbredniho kmene BALB/c po provi-
dénych sanitacich. Zamefili jsme se na chovné nadoby
a jejich piislusenstvi, protoze zde dochazi k nejintimnéj-
$imu kontaktu zvifete s jeho prostfedim, ale také na pre-
dilekéni mista, kde dochdzi ke kontaktu s dodavanym
materidlem a vstupujicim personalem (kliky dvefi, pod-
lahy u vchodu do mistnosti se zvifaty, stojany a stény
v blizkosti chovnych nadob). Z hlediska animal biosecu-
rity jsme sledovali slozeni mikrofléry chovnych nadob
jak po provedené sanitaci, tak po jejich tydennim osidle-
ni inbrednim kmenem mysi BALB/c. Za ucelem valida-
ce tohoto zpusobu mikrobiologického monitoringu jsme
takto ziskané vysledky konfrontovali s vysledky ziskany-
mi vytéry viditelnych sliznic jak od zivych, tak usmrce-
nych mysi 1 s vysledky ziskanymi mikrobiologickym vy-
Setfenim organa po provedené pitve. Na pevnych kul-
tivacnich padach byl hodnocen nartst bakterii a plisni,
eventualné stanoven pocet narostlych kolonii. Dale bylo
provadéno tfidéni bakterif na zakladé Gramova barveni
a identifikace bakterif komercnimi biochemickymi testy
a/nebo za pouziti hmotnosti spektrometrie (MALDI-
TOF MS). Nezavislé mikrobiologické vysSetfeni zvifat nam
poskytlo externi pracovisté (AnLab Ltd, Ceska republika).

Kritérium hodnoceni mikrobialniho znecisténi pro-
stfedi bylo pfevzato z internfho postupu Cornell Uni-
versity (10).

Material a metodika

Pokusna zvivata a jejich prostieds

Sledovani zdravotniho stavu zvifat a jejich prostiedi
v nasem bariérovém zafizeni probihalo v pribchu let
2016-2018 celkem na 160 laboratornich mysich, dospe-

Iych samicich o hmotnosti 20—-30 g, inbredniho kmene
BALB/c. Laboratorni mysi pochazely z SPF (specified
pathogen free) chovu (Charles River Laboratories, Neé-
mecko) a byly podle protokolu dodavatele prosté téch-
to nezadoucich agens: minute virus of mice, monse parvo-
virus, mouse hepatitis virus, murine norovirus, Theilers muri-
ne encepalomyelitis virus, epigootic diarrbea infant mice, Sen-
dai virus, reovirus, pneunonia virus of mice, mouse cytomegalo-
virus, Hantaan virns, lymphocytic choriomeningitis viru, mouse
adenovirus, mouse thymic virus, ectromelia virus, lactate debyd-
rogenase elevating virns, K virus, Tyzzers diseases, Bordetella
bronchiseptica, Citrobacter rodentium, Corynebacterinm kuts-
chert, Pneuntonia pnenmotropica, Preumonia multocida, Salno-
nella sp., Streptobacilus moniliformis, Streptococcus pneunmoni-
ae, [3-hemolytic Streptococcus sp., Helicobacter hepaticus, Heli-
cobacter bilis, Helicobacter typhlonius, Cilia-associated respira-
tory bacillus, Mycoplasma pulmonis, Encephalitozoon cuniculi
and all ecto- and endoparasites.

Ofsetreni gvivat

Laboratorni my$i (inbredni kmen BALB/c) byly dové-
zené v transportnich prepravkach (VELAZ, s.r.0., Ces-
ka republika) s maximalni ochranou pfed nezadouci in-
fekei. Po povrchové dezinfekei téchto nadob byly labo-
ratorn{ mysi ihned umistény do sterilnich chovnych na-
dob v bariérovém zafizeni.

Kazda chovna nadoba z plastu o rozmérech 800 cm?
(Typ 3, VELAZ, s.r.0., Ceska republika) obsahovala
6 dospélych mysich samic, které byly krmeny ad libitum
sterilnim kompletnim krmivem urcenym pro tento druh
zvitat (ST 1, vyrobee Velaz, s.t.0., Ceska republika), napa-
jeny sterilni pitnou vodou a podestylany sterilnimi bez-
prasnymi dfevénymi hoblinami (Seln-Werk GmbHCo.
KG, Némecko). Krmitka a napédjecky byly postupné do-
plnovany tak, aby zuastavaly plné. Pouzité chovné nado-
by a jeji piislusenstvi véetné krmiva, pitné vody a pode-
stylky byly ménény 1krat tydne.

Mikroklimatické podminky v bariérovém zaiizeni

Vstup za bariéru byl umoznén za pouziti vzducho-
vé sprchy po prevleceni osob do sterilnich kombinéz
s nasazenou ustni rouskou, ¢epici a rukavicemi. Vzduch
v mistnostech se zvifaty byl filtrovan od nezadoucich
mikroorganismu, byl udrzovan ptetlak o hodnoté 40 Pa
a proudéni vzduchu nepfesahovalo 0,3 m/s. Teplota pro-
stfedi se pohybovala v rozmez{ 20—24 °C a relativni vlh-
kost v rozmezi 40—70 %. Svételny rezim byl nastaven na
12 hodin tma a 12 hodin svétlo. Mikroklimatické pod-
minky byly kazdou hodinu elektronicky registrovany
a data uklddana po dobu 3 let.

Sanitace prostor se Zvivaty

Chovné nadoby s jejich piislusenstvim byly strojové
myty v 0,5-1,0% detergenc¢nich roztocich (DIVBRAU,
DIVOSTAR, Madarsko), po oplachnuti pitnou vodou
byly sterilizovany v parnim autoklavu (BMT — Brnénska
medicinsk4 technika, a. s., Cesk4 republika). Steriliza¢ni
procesy byly zaznamenavany a kontrolovany chemickymi
indikétory (BAG Health Care GmbH, Ceska republika).

Podlahy za bariérou byly denné, stény a vstupy 1krat
mésicné, omyvany dezinfekénimi roztoky (SAVO 10%,
Incidin, Incudur 0,75%, Desam GK 2%, Chloramin 2%),
které byly pravidelné stfidany, aby nedoslo ke vzniku re-
zistentnich kment.



NRL pro stafylokoky
Bakteriologické vySetfeni vzorki
z pitevniho materialu

NRL pro mikrobiologii potravin,

Schéma zpracovdni vzorkii ve Stdtnim zdravotnim stavu (Srobdrova 49/48, Praha 10)
Oddéleni biomediciny a welfare pokusnych
zvirat
Pokusna zvifata — odbér vzorka

//\.

Externi laboratof

S AnLab Ltd.
o PO porstiedl Mikrobiologické vySetfeni
VySetfeni stérhi z prostiedi zvifat vzorkil z pitevniho
a z jejich viditelnych sliznic phiatesiabi

Pracovni postup a pouzité metody mikrobialniho
monitoringu

Odbéry vzorkt
a) Odbér vzorkii po sanitaci

Odbéry vzorka z chovnych nadob a jejich vik byly
provadény do 24 hodin po jejich sanitaci. Stéry byly pro-
vedeny sterilnimi tampony/stérovkami (Micro-Trans
Swab, Ceska republika) zvlhéenymi tésné pred pouzi-
tim sterilnim fyziologickym roztokem z vnitiniho po-
vrchu plastovych chovnych nddob (ze vSech 4 koutt
o celkové plose 25 cm?) a jejich draténych vik (z plochy
25 cm? v mist¢ krmiva) a byly okamzité pfedany k mik-
robiologickému vysetfeni.

Stéry z prostor pokusnych zvirat byly provadény stej-
nym zpusobem z povrchu predilekénich mist (klika dvefi
z vnitin{ strany, podlaha u vstupu do mistnosti, stojany
se zvifaty a stény pfiblizné ve vysi 160 cm nad podlahou).
b) Odbér vzorkii pred sanitact

Odbéry vzorki z pouzitych chovnych nadob a jejich
vik po jejich tydennim osidleni byly provadény stejnym
zpusobem. Po odstranén{ zvifat a pouzité podestylky
byl z jednoho stéru ziskan smésny vzorek ze zbytku ex-
krementt (zbytky smési trusu, moce, slin a koznich de-
rivat) od Sesti mysi.
¢) Odbér vzorkii 3 viditelnych sliznic a thdni myst

Byly provedeny vytéry z viditelnych sliznic a srs-
ti jak od zivych, tak od usmrcenych mysi, a navic byly
odebrany vzorky pitevniho materidlu (plice, srdce, ja-

Tab. 1: Kultivaéni pudy a doba inkubace

tra, slezina, tenké stfevo, ledviny). K odebrani vzor-
ka byly pouzity rovnéz sterilni stérovky (Micro-Trans
Swab, Ceské republika) zvlhéené sterilnim fyziologic-
kym roztokem.

Zpracovani vzorka
a) Stéry % chovnych nadob a vik pred a po sanitaci (SZU)

St#ry po sanitaci: Pro stanoveni celkového poctu bakte-
rif, kvasinek a plisni byla kazda stérovka ustifthnuta do
sterilni zkumavky s 2 ml fyziologického roztoku (FR),
ev. pufrované peptonové vody (PPV), nasledné vytfe-
pana na vortexu po dobu 30 sekund. Na povrch tryp-
ton sojového agaru (TSA) a Sabouradova dextrézového
agaru (SDA) bylo inokulovano 0,2 ml uvedenych rozto-
ki a inkubovano.

Stéry pred sanitaci: V ptipadé stéra z chovnych nadob
pfed sanitaci, ve kterych byly chovany mysi, byl zbytek
PPV se stéry doplnén sterilni PPV na celkovy objem
10 ml, zkumavky umistény do inkubatoru s tfepackou
a za stalého tfepani inkubovany 18 hodin pro piipadné
pomnozeni{ a nasledny zachyt bakterii na selektivnich
médiich. Po uplynuti této doby byla zméfena opticka
denzita pro odhad poctu bakterii, bylo provedeno pat-
fiéné fedéni pomoci fyziologického roztoku a na povrch
jednotlivych selektivnich pud bylo vyockovano 0,2 ml
daného roztoku. Pro lepsi zachyceni bakterii mlé¢ného
kvaseni byla provedena také anaerobni kultivace s pou-
zitim vyvijece anaerobni atmosféry AnaeroGen (Oxoid).
Prehled pud a inkubac¢ni doba je uvedena v tabulce 1.

Kultivaéni pada Stanoveni Doba inkubace Teplota inkubace
Krevni agar Bakterie 24 hodin 37°C
TSA (Trypton-sojovy agar) Bakterie 24-48 hod 30°C
SDA (Sabouradv agar) Kvasinky a plisné 2-5 dn 25°C
24-48 hod
BP (Baird-Packer agar) Rod Staphylococcus 37°C
po pomnozZeni v PPV
24-48 hod
CET (Cetridimidovy agar) Pseudomonas aeruginosa 37°C
po pomnozeni v PPV
MAC (MacConkey agar) Celed 24-48 hod 37°C
ENDO (Endiv agar) Enterobacteriaceae po pomnozeni v PPV
MRS (A le DeMana, 24-48 hod
S (Agar podie DeMana Bakterie mlé&ného kvaseni 37°C
Rogosiho a Sharpeho) po pomnozeni v PPV
24-48 hod
SB (Slanetz a Bartley médium) Rod Enterococcus 37°C
po pomnozeni v PPV
TBX (Trypton-ZluGovy 24-48 hod
Escherichia coli 37°C
agar s X-glukoronidem) po pomnoZeni v PPV
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b) Viitéry 3 viditelnyjoh sliznic a srsti od Fivyech mysi (SZU)

Stérové tampony byly vytfepany do fyziologického
roztoku (pfedpoklad vyssiho poctu zachycenych mik-
roorganismu) a nasledné bylo vyockovano 0,2 ml na po-
vrch selektivnich kultivacnich médif (BP, CET, MAC,
MRS, TBX, SB). Pro lepsi zachyceni bakterii mlééného
kvaseni byla provedena také anaerobni kultivace s pou-
zitim vyvijece anaerobni atmosféry AnaeroGen (Oxoid).
o) Vytéry g viditelnych sliznic a srsti od usmrcenyeh mysi a vzor-
ky mysich thdni (SZU)

Stérové tampony byly ptimo kultivovany na krevnim
agaru (vytéry z usmrcenych mysi). Vzorky tkanf z usmr-
cenych mysi byly 20 hodin pomnozeny v zivném bujo-
nu a pak rovnéz kultivovany za aerobnich podminek na
krevnim agaru.

d) Mikrobiologické vysetreni v externi akreditované laboratori
(Anl.ab 1.td., Praha)

Nahodné vybrané mysi v prabéhu naseho sledovani
byly podrobeny kompletnimu mikrobiologickému vy-
setfeni v akreditované extern{ laboratofi (AnLab Ltd.,
Praha).

Sérologické vysetfeni na pfitomnost vira bylo pro-
vadeéno metodou ELISA a za pomoci imunoflorescenc-
ni metody.

Bakteriologické vysetfeni bylo provadénou béznou
kultiva¢ni metodou, pro depistaz Helicobacter sp. byla po-
uzita metoda PCR.

Parazitologické vysetfeni obsahu stfev bylo provade-
no mikroskopickym prikazem vajicek helmintt i vyvo-
jovych stadif prvokt koncentracni flotacni metodou dle
Fausta. Pro mikroskopicky prikaz ektoparazitt byla po-
uzita metoda zhotoven{ nativniho preparatu.

Vysledky

Hodnoceni dosaZenych vysledku
a) Zpiisob hodnocent sanitace prostreds

Po ukonceni inkubace byl zaznamenan celkovy po-
cet kolonii bakterii a plisn{ (stéry z chovnych nadob, vik
a prostfed{ zvifat na Petriho miskach).

Kategorizace znecisténi prostfedi podle poctu na-

rostlych kolonif:
Skére na TSA a SDA kultivacni pudé, prevzato z Cor-

nell University, interni SOP (10):
0-5 kolonif = v{borné

6-25 kolonif = vyhovujici
26-50 kolonii = pfijatelné

50 a vice kolonif = nepfijatelné

Kategorizace znecisténi prostiedi podle barvitelnosti

bakterif dle Grama (G+ a G— bakterie), pfevzato z Cor-
nell University, interni SOP (10):

Vyborna sanitace = zadny rust bakterii,

Dobra sanitace = nepfitomnost gramnegativnich tyci-
nek a grampozitivnich kokd,

Prijatelna sanitace = nepiitomnost gramnegativnich ty-
¢inek, ale pfitomnost grampozitivnich kokd,
Nepftijatelnd sanitace = pfitomnost gramnegativnich
tyc¢inek.

Gramwovo barveni bylo provedeno standardnim postupem pomo-
¢f reagencit firmy HIMEDIA.

Vysledky uspésnosti sanitace jsou uvedeny v tabulce 2.

Jak vyplyva z tab. 2, stéry provedené z vyse uvede-
nych predméti po jejich sanitaci lze hodnotit podle po-
¢tu narostlych kolonif nasledovné:

Chovné nadoby, sténa (ddny ndriist kolonii bakterii
a plisni na Petribo miskdch) — jako vyborné.

Draténa vika, stojany (wdrist bakterii a plisni do 5 kolo-
nif na Petribo miskdch) — rovnéz jako vyborné.

Klika dvefti z vnitfni strany, podlaha u vstupu do mist-
nosti (ndrsist bakterii a plisni pod 25 kolonii na Petribo mis-
kdch) — jako vyhovujici.

Hodnoceni mikrobiologického monitoringu podle
barvitelnosti bakterii dle Grama (G+ a G— bakterie) 1ze
hodnotit sanitacni postupy nasledovné:

Chovné nadoby, steny (ddny rist bakterii) — jako vy-
borné.

Draténa vika, stojany, klika dvefi z vnitini strany, pod-
laha u vstupu do mistnosti (zepiitommnost gramnegativnich ty-
Cinek a grampozitivnich koki) — jako dobré.

b) Metody identifikace bakterii na SZU

Identifikaci izolovanych bakterif provadime na zakla-
de¢ morfologickych znakt kolonii, Gramova barveni, bi-
ochemickych testu (oxiddzovy test, katalazovy test), dia-
gnostickych souprav GP24, ev. GN24 (DIAGNOSTICS
s.1.0.) a/nebo pomoci hmotnostni spektrometrie MAL-
DI-TOF MS. Piehled kultivacnich ptd a doba inkuba-
ce je uvedena v tab. 1.

Identifikované bakterie izolované ze stért z nadob
a jejich vik jsou uvedeny v tab. 3.

Jak vyplyva z tabulky 3, z pouzitych chovnych nadob
po jejich tydennim osidleni zvifaty byly identifikovany
nasledujici bakterie: Staphylococcus scinrs, Enterococcus galli-
narum, Enterococcus casseliflavus, Lactobacillus johnsonir. Plis-
n¢ ani kvasinky zachyceny nebyly. Na draténych vikach
nebyly zachyceny bakterie, kvasinky ani plisné. Identi-
fikované bakterie izolované z vytéra viditelnych sliznic
zivych mysi jsou uvedeny v tab. 4.

Tab. 2: Mikrobiologicky monitoring prostfedi laboratornich mysi po sanitaci

Zptisob odbéru vzorki Pocéty kolonii l?ar?sflychena’jednotlivy’ch
kultivaénich ptdach

Stéry z povrcha Pocet vzorku z jednotlivych odbérovych mist TSA SDA BP ENDO
Chovna nadoba 28 0 0 0 0
Draténé viko 28 1 5 0 0
Klika dvefi z vnitfni strany 28 10 (0] 0 0
Podlaha u vstupu do mistnosti 28 [¢] 20 (] (]
Stojan 28 2 2 0 0
Sténa cca 160 cm nad podlahou 28 0 0 0 0




Tab. 3: Zachyt bakterii v chovnych nadobéach a jejich vikach pred sanitaci

; . Pocet laboratornich mysi, Podet stéri/podéet pozitivnich " , i
Misto stéru ) . Identifikované bakterie
kmene BALB/c zachyta
Staphylococcus sciuri, Entero-
L, coccus gallinarum, Enterococ-
Chovna nadoba se zbytk

. vy 48 8/7 cus casseliflavus, Lactobacillus
exkrementl . .
johnsonii

Zadny zachyt plisni
Viko chovné nadoby 48 8/0 Bez zachytu bakterii a plisni

Pozndmbka: Stéry byly odebirany sterilnim stérovkami 3 exkrements, které ulpély v rozich chovnych nadob a vik v misté krmiva po odstranéni pougité podestjlky a 3vifat.
Exckrementy, které ulpély v misté stérii, se skladaly 3 mysibo trusu, moce, slin a konich deriviti.

Tab. 4: Zachyt a identifikace bakterii po vytéru viditelnych sliznic a srsti Zivych mysi

Vytéry z Zivych mysi Laboratorni mys, kmen BALB/c
Misto vytéru Pocéet vzorku Identifikace bakterii
Nosohltan 12 Staphylococcus sciuri, Lactobacillus johnsonii
Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecium, Enterococcus mundii,

Rektum 12 L .
Escherichia coli

Vagina 12 Enterococcus gallinarum, Lactobacillus murinus

Srst 12 Bez zachytu bakterii a plisni

Jak vyplyva z tabulky 4, byly z vytéru viditelnych sliz-
nic odebranych zivym mysim identifikovany nasleduji-
cf bakterie:

Nosohltan — Staphylococcus scinri, ktera jako saprofyt
a komenzal obyva horn{ cesty dychaci a travic{ trakt zvi-
fat a cloveka. Bakterie Lactobacillus johnsonii byva soucas-
ti mikroflory travici soustavy a vaginy.

Rektum — Ewnterococcus gallinarum, Enterococcus faeciun,
Enterococcus mundii a Escherichia coli, nehemolyticky kmen.
Bakterie, které se vyskytuji jako saprofyti a komenzalo-
vé traviciho traktu u zvifat a ¢lovéka.

Vagina — Enterococcus gallinarnm a Lactobacillus murinus,
které jsou jednou z vyznamnych casti sttevni mikroflory
a také se vyskytuji na sliznici dutiny Gstn{ a vaginy.

Srst — bez zachytu bakterif a plisni.

Identifikované bakterie izolované z vytéru viditelnych
sliznic usmrcenych mysi jsou uvedeny v tab. 5.

Jak vyplyva z tab. 5, z vytéru viditelnych sliznic usmr-
cenych mysi byly identifikovany nasledujici bakterie:

Nosohltan — Staphylococcus scinrt, Enterococcus gallinarum,
které jako saprofyti a komenzalové obyvaji horni cesty
dychaci a travic{ trakt zvifat a cloveka.

Rektum — Ewnterococcus gallinarnm, bakterie, ktera se vy-
skytuje jako saprofyt a komenzal travictho traktu u zvi-
tat a cloveka. Escherichia coli, nehemolyticky kmen, je béz-
na mikroflora strev.

Vagina — Enterococcus gallinarum, Escherichia coli, nehe-
molyticky kmen, a navic Lactobacillus murinus, ktery je
jednou z vyznamnych ¢asti stievni mikroflory a také se
vyskytuje na sliznici dutiny ustni a vaginy.

Tab. 5: Zachyt a identifikace bakterii po vytéru viditelnych sliznic a srsti usmrcenych mysi

Vytéry z usmrcenych

Laboratorni mys, kmen BALB/c

Misto vytéru Pocet vzorkt Identifikace bakterii
Nosohltan 12 Staphylococcus sciuri, Enterococcus gallinarum
Rektum 12 Enterococcus gallinarum, Escherichia coli
Vagina 12 Enterococcus gallinarum, Escherichia coli, Lactobacillus murinus
Srst 12 Bez zachytu bakterii a plisni

Tab. 6: Zachyt a identifikace bakterii z vnitfnich organ usmrcenych mysi

Odbér vzorka tkani

Laboratorni mys, kmen BALB/c

Orgéan Pocet vzorka Identifikace bakterii
Plice 12 Bez zachytu bakterii a plisni
Srdce 12 Bez zachytu bakterii a plisni
Jatra 12 Enterococcus gallinarum
Slezina 12 Enterococcus gallinarum
Strevo 12 Enterococcus gallinarum, Escherichia coli
Ledviny 12 Enterococcus gallinarum, Lactobacillus murinus
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Srst — bez zachytu bakterii a plisni.

Identifikované bakterie izolované z vnitfnich organa
usmrcenych mysi jsou uvedeny v tabulce 6.

Jak vyplyva z tabulky 6, z vnitfnich organt odebra-
nych z usmrcenych mysi byly identifikovany nasleduji-
ci bakterie:

Plice, srdce — bez zachytu bakterii a plisni.

Jatra, slezina — Enterococcus gallinarum, bakterie, ktera
se vyskytuje jako saprofyt a komenzal travictho travici-
ho u zvirat a ¢loveka.

Sttevo — Enterococcus gallinarum, Escherichia coli, nehe-
molyticky kmeny, které patii k bézné mikrolofe strev.

Ledviny — Enterococcus gallinarum, Lactobacillus nimrinus,
které jsou jednou z vyznamnych ¢asti stfevni mikroflory.

Mista vyskytu bakterii a hodnoceni jejich biologic-
kych vlastnosti odpovidad udajim uvadénym v odbor-
né literatute (11-15).

Hodnoceni nalezti z externi laboratofe

Sérologické vysetfeni mysi prokazalo negativni titry
protilatek proti murinnim viram.

Bakteriologické vysetfeni prokazalo obvyklou mik-
rofléru kolonu, vaginy a pradusnice (koagulaza -nega-
tivni stafylokoky, Enterococcus sp., Escherichia coli nehe-
molyticka).

Parazitologické vysetfeni prokazalo nepfitomnost
ekto a endoparazitu.

Diskuse a zavér

Pravidelna sanitace zafizeni s pokusnymi zvifaty pfi-
spiva k minimalizaci $ifeni infekef (1, 3, 16). Mikrobio-
logicky monitoring sanitace detekuje, zda zavedeny sa-
nitacni postup (myti, dezinfekce prostor a sterilizace
chovnych nadob a jejich piislusenstvi) probehl aspées-
né. V negativnim piipadé odhali pripadné zavady, aniz
by doslo k vzplanuti infekce. Z nasich vysledka vyply-
va, ze mikrobiologické vysetfeni stérti provadéné po sa-
nitaci chovnych nadob, jejich vik a vybranych predileke-
nich mist v prostorach laboratornich mysi prokazalo vy-
hovujici dc¢innost sanita¢nich postupt provadénych na
nasem pracovisti.

Kritérium hodnoceni znecisténi prostfedi bylo pfe-
vzato z interniho postupu (10) a je vyuzivano v fad¢ za-
hrani¢nich pracovist’ s pokusnymi zvifaty (6-9). Vyse
uvedeny zpusob kontroly prostfedi je nendrocny na cas,
laboratorni vybaveni a lze jej doporucit i pro zvéfince
s jednoduchym laboratornim vybavenim.

V ramci mikrobiologického monitoringu prosttedi la-
boratornich mysi nas dale zajimalo, zda je mozné pouzit
stéry ze znecisténych chovnych nadob a jejich vik k de-
tekci nezadoucich mikroorganismi. Vysledky mikrobio-
logického vysetfeni stéra z chovnych nadob a jejich vik
po jednotydennim osidleni kmenem laboratornich mysi
BALB/c jsme porovnavali s vysledky vysetfeni po vyté-
rech viditelnych sliznic a srsti jak od Zivych, tak od usmr-
cenych laboratornich mysi stejného kmene. Jak vyplyva
z vy$e uvedenych tabulek 4 a 5, byla nalezena vyznamna
shoda ve slozeni mikroflory vysettovanych mysi. Rov-
néz vysledky bakteriologického vysetfeni tkani (viz tab.
6) prokazaly shodu. Nase vysledky, ziskané vyse uvede-
nym zpusobem, byly také potvrzeny nezavislou mikro-
biologickou laboratoti (AnLab Itd, Ceska republika).

Vyhodu pouziti stérta z chovnych nadob, které byly
pouzity ke skupinovému ustajen{ laboratornich mysi,
spatfujeme v tom, ze lze z jednoho stéru ziskat smésny
vzorek od vice zvifat, a to jak do poctu, tak i do druhu
odebraného materialu (zbytky smési trusu, moce, slin
a koznich derivatu), a tak ziskat vétsi celkovy prehled
o mikrobidlnim osidlen{ celé kolonie.

Identifikované bakterie, které byly izolovany z odebra-
nych vzorkt, odpovidaji mikrobidlnimu osidleni zdra-
vych zvifat (11-15).

V prubéchu naseho sledovani byla udrzena pozadova-
n4 kvalita zdravi mysi v kategorii SPF (prosté specific-
kych patogent), a to jak béhem karantény, tak 1 po ce-
lou dobu probihajicich pokust.

Dosazené vysledky potvrdily nas zameér zatadit po-
uzitf stért z prostiedi mysi a vytéra z jejich viditelnych
sliznic do ,,programu kontroly kvality zdravi zvifat“ na
nasem pracovisti, a navic tak uplatnit jednu ze zdsad
koncepce 3R (16), a to snizit pocty usmrcovanych zvi-
fat pro ucely mikrobiologické diagnostiky, aniz by do-
$lo k ohrozeni zdravi ostatnich mysi.

Podékovini: )
Price byla podporena MZ CR — RVO (Statni zdravotni
distay — SZU, 1C 75010330).
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